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Sénescence prématurée induite par un stress au peroxyde d’hydrogène chez 
des fibroblastes diploïdes de poumon humain: 
 
Etude de la néosynthèse protéique, de marqueurs associés aux membranes 
et du rôle de Cdc42, Rac1 et p38MAPK 
 
La sénescence prématurée est induite chez des fibroblastes diploïdes humains entre 
deux et trois jours après un traitement avec une concentration sublétale de peroxyde 
d’hydrogène. Ce phénotype est notamment caractérisé par une morphologie étalée, un arrêt 
irréversible du cycle cellulaire et une activité ß-galactosidase associée à la sénescence. Selon 
des études précédentes, il semble que la néosynthèse protéique soit importante pour 
l’établissement de la morphologie aplatie, élargie et irrégulière des cellules en sénescence 
induite par H2O2. De plus, il a été montré que la neutralisation du TGF-ß1 par des anticorps 
spécifiques altère cette morphologie induite par le traitement de fibroblastes avec H2O2. Étant 
donné que les mécanismes impliqués dans l’apparition de la morphologie sénescente sont peu 
compris, nous avons étudié la néosynthèse de protéines cytoplasmiques dépendante ou 
indépendante du TGF-ß1, entre le jour deux et trois après le traitement de fibroblastes avec 
H2O2 et avons identifié des protéines impliquées dans l’organisation du cytosquelette : 
l’ezrine, la caldesmone et HSP27. 
Rac1, Cdc42 et la cavéoline 1 ont été définies dans la littérature comme étant 
impliquées dans la morphogenèse typique lors de la sénescence réplicative et de la sénescence 
prématurée induite par H2O2 (dans le cas de la cavéoline 1). Nous avons étudié l’activation de 
Rac1 et Cdc42, la phosphorylation de la cavéoline 1 suite au traitement H2O2 et avons étudié 
l’effet de l’invalidation de ces protéines ainsi que celle de p38αMAPK sur la morphologie des 
fibroblastes. De plus, nous avons montré que Cdc42 pouvait activer p38αMAPK vice-versa, 
pendant le traitement avec H2O2. 
En parallèle de cette étude, nous avons tenté d’analyser l’abondance différentielle de 
protéines membranaires au jour 3 après le traitement des fibroblastes avec H2O2. Ceci nous a 
permis d’étudier la surexpression d’une protéine pouvant être associée aux membranes et au 
cytosquelette d’actine : l’annexine 2. 
 
Ce travail permet de mieux comprendre les mécanismes mis en place par les 
fibroblastes pour entrer en sénescence prématurée, et plus particulièrement pour présenter une 
morphologie étalée lors de ce processus. 
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Premature senescence induced by stress with hydrogen peroxide in human 
lung diploid fibroblasts: 
 
Study of protein neosynthesis, of markers associated with the membranes 
and role of Cdc42, Rac1 and p38MAPK  
 
Premature senescence is induced in human diploid fibroblasts between day 2 and 3 after 
treatment with hydrogen peroxide at sublethal concentration. This phenotype is namely 
characterized by a spread out morphology, irreversible growth arrest and senescence 
associated ß-galactosidase activity. Previous studies suggested that protein neosynthesis is 
important for establishment of the flattened, widened and irregular morphology of the 
senescent cells induced by H2O2. Moreover, it was shown that the neutralization of TGF-ß1 
by specific antibodies alters this morphology induced by treatment with H2O2. Since the 
mechanisms involved in senescent morphogenesis are not well understood, we studied the 
TGF-ß1-dependent and -independent neosynthesis of cytoplasmic proteins, between the days 
2 and 3 after treatment of fibroblasts with H2O2 and identified proteins involved in the 
organization of cytoskeleton: ezrin, caldesmon and HSP27. 
Rac1, Cdc42 and caveolin 1 were defined in the literature as proteins involved in the 
regulation of replicative senescent morphology and in the senescent morphology induced by 
treatment of fibroblasts with H2O2 (in the case of caveolin 1). We studied activation of Rac1 
and Cdc42, the phosphorylation of caveolin 1 after treatment with H2O2 et effect of 
invalidation of these 3 proteins and p38αMAPK on fibroblasts morphology. Moreover, we 
showed that Cdc42 could activate p38αMAPK and vice-versa, during the H2O2 treatment. 
In parallel of this study, we tried to analyze the differential abundance of membrane 
proteins at day 3 after the treatment of fibroblasts with H2O2. This allowed to study further a 
protein associate with the membranes and actin cytoskeleton: annexin 2. 
 
This work allows a better understanding of mechanisms whereby fibroblasts enter 
premature senescence, and more particularly senescent morphogenesis. 
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Figure 1 : Représentation graphique des trois phases qui caractérisent une culture de 
fibroblastes normaux et qui mènent à la sénescence réplicative. Les cellules migrent vers 
l’extérieur de l’explant de poumon humain et établissent une culture primaire (phase I). Après 
le premier repiquage, les cellules se divisent de façon exponentielle (phase II). Ensuite, la 
réplication cellulaire ralentit puis s’arrête de manière irréversible avant de mener à la mort 
cellulaire (phase III) (d’après Hayflick, 1977). 
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I. CONTEXTE GENERAL 
Le vieillissement est un processus caractérisé par une baisse d’homéostasie et une 
augmentation de la vulnérabilité d’un organisme. Il en résulte un affaiblissement des réponses 
aux stimuli environnementaux et une augmentation de la susceptibilité face aux maladies. Ainsi 
la mortalité augmente avec le vieillissement. 
L’environnement socio-économique actuel qui affecte fortement les conditions sanitaires et 
diététiques joue un rôle remarquable sur la durée de vie de l’homme. Au début du XXème siècle, 
la durée de vie moyenne dans les pays industrialisés était de l’ordre de 50 ans. A la fin des 
années 1900, l’amélioration des conditions d’hygiène et les conditions sanitaires de la nourriture 
ainsi que la baisse de la mortalité infantile ont permis d’atteindre une durée de vie moyenne de 
l’ordre de 80 ans (Pour une revue : (Licastro et al., 2005; Troen, 2003; Vasto et al., 2007)). 
Cette évolution a entraîné l’augmentation du nombre de patients atteints de pathologies liées à 
l’âge comme la maladie de Parkinson ou la maladie d’Alzheimer. Il s’avère donc de plus en plus 
nécessaire de comprendre les mécanismes qui régissent le processus de vieillissement. De 
nombreuses études ont alors été réalisées sur des organismes modèles tels que le nématode 
Caenorhabditis elegans, la drosophile Drosophila melanogaster et la souris Mus musculus. Étant 
donné la complexité des manipulations génétiques dans les organismes supérieurs, un autre 
modèle a également été utilisé, celui de la sénescence réplicative des cellules prolifératives 
normales en culture. Nous avons choisi de présenter de manière chronologique les données qui 
ont été acquises depuis les travaux pionniers de Hayflick. Après avoir décrit la sénescence 
réplicative, nous verrons comment les stress oxydatifs peuvent influencer les mécanismes de 
sénescence cellulaire. Dans cette introduction, nous nous sommes limités à la revue des travaux 
concernant la sénescence de cellules de mammifères possédant des capacités prolifératives chez 
l’adulte. 
II. SENESCENCE REPLICATIVE 
II.1. Définition 
En 1961, L. Hayflick a découvert que des fibroblastes diploïdes humains (FDHs) de 
poumon maintenus en culture présentent une capacité de division limitée. L’évolution de la 
culture cellulaire peut se diviser en trois phases (figure 1) : la phase I se situe entre la mise en 
culture d’un explant de poumon humain et l’établissement d’une culture primaire, la phase II 
constitue une phase de prolifération exponentielle de cellules dites « jeunes ». Un ralentissement 
  
 
Figure 2 : Microphotographies des différents morphotypes observés dans des cultures de 
fibroblastes WI-38. Les MFI, MFII et MFIII sont mitotiques tandis que les PMFIV, PMFV, 
PMFVI sont post-mitotiques. Le morphotype VII est très rarement présent dans des cultures 





Figure 3 : Evolution des proportions des différents morphotypes I à V au cours des 
passages en culture des fibroblastes de poumon foetal humain WI-38. Les proportions des 
morphotypes ont été déterminées aux doublements cumulés de population (DCPs) 25, 30, 35 
et 40. Cela représente respectivement 50, 60, 80 et 90 % de la durée de vie proliférative de ces 
fibroblastes. Les proportions des morphotypes VI et VII ne sont pas présentées car elles 
constituent un pourcentage infime de la population cellulaire (Dumont, 2001).  






de la division cellulaire mène ensuite à la sénescence réplicative. A ce stade, l’arrêt des mitoses 
est irréversible. Cependant, les cellules dites « vieilles » (Hayflick and Moorhead, 1961), 
peuvent rester métaboliquement actives pendant plusieurs mois, voir plusieurs années avant de 
mourir par nécrose. La phase III se caractérise par la baisse croissante du nombre de cellules, ce 
qui reflète la mort cellulaire par nécrose. Il a été suggéré que la limitation de la durée pendant 
laquelle des cellules sont capables de se diviser in vitro mime les processus ayant lieu lors du 
vieillissement normal de l’organisme. Cette hypothèse s’est basée sur des observations faites à 
partir de cellules en culture. Des cellules issues de biopsies d’humains présentaient une capacité 
proliférative limitée en culture alors que les travaux réalisés précédemment affirmaient le 
contraire (Dimri et al., 1995; Witkowski, 1987). Le modèle de sénescence réplicative ou « limite 
de Hayflick » a ensuite été observé pour d’autres types cellulaires tels que des kératinocytes 
(Rheinwald and Green, 1975), des cellules adrénocorticales (Hornsby and Gill, 1978), des 
cellules de muscle lisse (Bierman, 1978), des lymphocytes (Tice et al., 1979), des cellules 
endothéliales (Mueller et al., 1980) ou des chondrocytes (Evans and Georgescu, 1983). 
Dans les années 1970, de nombreuses études ont été réalisées pour mieux caractériser la 
sénescence réplicative d’un point de vue biochimique et morphologique. On a notamment 
montré que la taille et le nombre des lysosomes est accrue chez les FDHs en sénescence 
réplicative (Remacle et al., 1980). 
II.2. Marqueurs de la sénescence 
II.2.A. Morphologie cellulaire 
Klaus Bayreuther a proposé, vers la fin des années 1980, que des FDHs de poumon fœtal 
(Francz et al., 1989) et de peau (Bayreuther et al., 1988) maintenus en culture se différencient 
spontanément selon 7 stades appelés morphotypes (figure 2). Au cours des doublements de 
population en culture, les FDHs progressent des morphotypes mitotiques (MF I, MF II et MF III) 
vers les morphotypes post-mitotiques (PMF IV, PMF V et PMF VI) avant d’atteindre le 
morphotype PM VII dit nécrotique (figure 3). Les MF I sont des petites cellules fusiformes et 
effilées; les MF II sont des petites cellules de forme irrégulière et les MF III sont de plus larges 
cellules de forme épithélioïde irrégulière. Les PMF IV sont de grandes cellules fusiformes; les 
PMF V sont arrondis et de très grande taille; les PMF VI sont les cellules les plus larges et les 
PMF VII présentent une morphologie caractéristique de cellules en dégénérescence qui se 
détachent de leur support (Bayreuther et al., 1988). 
 
 
Figure 4: Les quatre phases du cycle cellulaire et le stade G0. Au cours du cycle, quatre 
phases se succèdent: G1, S, G2 et M. Les trois premières phases (G1, S, G2) constituent 
l’interphase, durant laquelle le noyau de la cellule est limité par une enveloppe nucléaire, 
alors que la phase mitotique (M) est caractérisée par la disparition de cette enveloppe et par 
l’apparition des chromosomes. Ces derniers deviennent visibles au microscope photonique 
après leur condensation. 
Après la mitose, les cellules peuvent soit passer en G1, soit entrer en G0, stade quiescent de 
non division (http://www.snv.jussieu.fr/vie/dossiersBM/cyclecellVIE/index.htm). 
Phase G2: 
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Ainsi, les fibroblastes sénescents sont caractérisés par une augmentation de taille et une 
augmentation de la taille de leur noyau et nuclei. D’autres caractéristiques morphologiques des 
cellules sénescentes incluent la présence de vacuoles dans le cytosol. De plus, une population de 
cellules sénescentes présente une augmentation du nombre de cellules multi-nuclées. Bayreuther 
a montré, par utilisation de gels à 2 dimensions, que les profils d’expression protéique des 
morphotypes mitotiques et post-mitotiques sont différents (Bayreuther et al., 1988). 
II.2.B. L’activité ß-galactosidase associée à la sénescence 
La ß-galactosidase (ß-gal) est une hydrolase lysosomale qui présente une activité optimale 
à pH acide (pH 4-4,5). En 1995, il a été démontré, que, chez des cellules en sénescence 
réplicative, une activité ß-galactosidase est également détectable à pH 6. De plus, au cours de la 
même étude, une comparaison de biopsies de peau de donneurs d’âges différents a démontré 
qu’il existe une augmentation de l’activité de la ß-gal détectée à pH 6 en fonction de l’âge du 
donneur. Cette activité associée à la sénescence a été nommée « activité SA ß-gal » 
(« senescence-associated ß-galactosidase activity ») (Dimri et al., 1995). Puis, par comparaison 
de FDHs jeunes et en sénescence réplicative, il a été montré qu’il existe une corrélation positive 
entre la proportion croissante de cellules présentant l’activité SA ß-gal et l’évolution à travers les 
différents morphotypes décrits ci-dessus (Dumont et al., 2000a). Par la suite, une activité SA ß-
gal a été détectée dans d’autres types cellulaires sénescents in vitro et in vivo chez des personnes 
âgées et cette activité a été utilisée en tant que marqueur de la sénescence (Katakura et al., 1997; 
Watanabe et al., 1997). Une étude plus récente a mis en évidence l’augmentation du volume 
lysosomal, déjà découvert antérieurement (Remacle et al., 1980), et a révélé que l’activité SA ß-
gal est liée à cette augmentation du volume lysosomal et à l’augmentation d’abondance 
protéique de la ß-gal. Cette activité accrue résulte donc de l’activité résiduelle de la ß-gal à un 
pH plus élevé que le pH optimal (Kurz et al., 2000). 
Les années 1990 ont vu la découverte de mécanismes expliquant partiellement pourquoi les 
cellules arrêtent de se diviser lors de la sénescence réplicative. Nous allons les passer en revue. 
II.2.C. Arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S 
Avant d’expliquer ces mécanismes, rappelons brièvement et shématiquement les 
différentes étapes et régulations principales du cycle cellulaire. 
a. Le cycle cellulaire 
Quatre étapes se succèdent au cours du cycle cellulaire (figure 4) : 
 
 
Figure 5: Régulation du cycle cellulaire. Illustration de l’implication temporelle des 
différents complexes cycline-CDK et des CDKI au cours des différentes phases du cycle 
cellulaire. Rb est phosphorylée à partir du milieu de la phase G1 par les complexes CDK4/6-
cycline D. Grâce à cette phosphorylation, le point de restriction (R) est franchi. Cette 
phosphorylation de Rb est maintenue jusqu’en phase M. 
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- La phase G1 au cours de laquelle la cellule prépare la réplication de l’ADN.   
- La phase S qui correspond à la réplication des chromosomes. 
- La phase G2 où se mettent en place les mécanismes nécessaires à la phase mitotique. 
- La phase mitotique (M) qui comprend la mitose, au cours de laquelle a lieu la division du 
noyau et des chromosomes, et la cytokinèse, qui correspond à la division du cytoplasme, ce qui 
permet d’obtenir deux cellules filles. 
En fin de phase G1, le point de restriction R détermine si l’achèvement du cycle cellulaire peut 
avoir lieu ou pas. Une fois ce point dépassé, plus aucun stimulus n’est nécessaire à la progression 
du cycle cellulaire (Laskey et al., 1989) ; (Pour une revue : (Stein et al., 2002)). Cependant, des 
systèmes de contrôle peuvent aussi arrêter le cycle cellulaire, notamment en phase G2. 
b. Les kinases dépendantes de cyclines 
La famille des protéines appelées CDK (kinases dépendantes de cyclines) sont des 
sérine/thréonine kinases qui sont régulées à différents niveaux. 
Premièrement, les CDK sont activées par liaison à une cycline. les cyclines possèdent une région 
commune appelée « cyclin box » responsable de leur liaison aux CDK. Cette liaison permet un 
changement de conformation permettant l’exposition d’un domaine catalytique et de régions 
importantes pour la liaison aux substrats. Différents complexes cycline/CDK sont formés et 
activés au cours des étapes successives du cycle cellulaire en fonction de l’expression 
séquentielle des cyclines (figure 5). On distingue les cyclines mitotiques (A et B), les cyclines 
actives en phase G1 (C, D et E) et les cyclines non restreintes à une étape du cycle cellulaire (F, 
G et H). La progression du cycle cellulaire est dépendante de la transcription, de la localisation et 
de la dégradation de ces cyclines. La transcription des cyclines est régulée par une machinerie 
sensible à la transition des différentes phases du cycle cellulaire. Les cyclines mitotiques 
présentent essentiellement une localisation cytosolique durant l’interphase et sont transportées 
dans le noyau lors de la transition G2/M. Cette étape est régulée par une séquence NLS 
(« Nuclear Localisation Sequence ») et par phosphorylation. A la fin de la mitose, les cyclines 
mitotiques sont couplées à des molécules d’ubiquitine, ce qui entraîne leur dégradation par le 
protéasome (Pour une revue : (Kitazono et al., 2001)). 
Deuxièmement, les kinases activatrices de CDKs (CAK) permettent la phosphorylation d’un 
résidu thréonine dans la région C-terminale des CDK. Cette modification post-traductionnelle a 
lieu après le changement de conformation de la CDK induit par liaison à une cycline et est 
nécessaire à l’activation de la CDK, et donc du complexe cycline/CDK. En effet, la 
phosphorylation de la CDK par CAK induit un nouveau changement de conformation qui 
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stabilise le complexe. Chez les vertébrés, la CAK est un complexe cyclineH/CDK7/MAT1 et est 
localisée dans le noyau. La sous-unité cycline est régulatrice, la sous-unité CDK7 est catalytique 
et le facteur MAT1 est un facteur d'assemblage (Pour une revue : (Kitazono et al., 2001) ; 
(Kaldis, 1999)).  
Troisièmement, les CDK sont régulées par des inhibiteurs classés selon deux familles décrites ci-
dessous : la famille INK4 et la famille KIP (figure 5) (Pour une revue : (Kaldis, 1999)). 
c. Les inhibiteurs de complexes cycline/CDK : famille INK4 
Chez l’homme, les inhibiteurs de la famille INK4 comprennent p16INK-4A, p15INK-4B, p18INK-
4C et p19INK-4D et inhibent les CDK4 et CDK6. p16INK-4A, p15INK-4B, p18INK-4C et p19INK-4D possèdent 
4 à 6 domaines ankyrine. Les acides aminés des 4 membres de la famille sont bien conservés, 
essentiellement au niveau des domaines ankyrine 2 et 3. Peu de distinctions biochimiques ont été 
observées entre ces 4 protéines de la famille INK4. Il semble que la différence fonctionnelle 
majeure qui existe entre les différents membres INK4 est associée principalement avec les 
différents profils d’expression en réponse aux différents signaux externes. Alors que p18INK-4C et 
p19INK-4D sont fortement exprimés durant le développement et dans certains tissus d’individus 
adultes, p15INK-4B et p16INK-4A sont plutôt associés aux mécanismes suppresseurs de tumeur (Pour 
une revue : (Sharpless, 2004)). Les membres de la famille INK4 exercent leur action inhibitrice 
de deux manières distinctes : soit ils empêchent la liaison de la cycline activatrice, soit ils 
empêchent l’interaction du complexe cycline/CDK avec son substrat (Hirai et al., 1995). En 
effet, p16INK-4A inhibe l’association de CDK4 et CDK6 avec la cycline D ou provoque la 
dissociation du complexe et donc inhibe la phosphorylation de Rb (protéine du rétinoblastome) 
(Hirai et al., 1995). Ce mécanisme empêche la sortie de la phase G1 et donc l’entrée en phase S. 
La protéine Rb ainsi que les mécanismes situés en aval de cette protéine sont décris plus bas 
dans l’introduction (paragraphe f.). Peu de choses sont connues quant aux signaux responsables 
de l’expression de p16INK-4A. Une hypothèse est que suite à la réplication de l’ADN, une 
mauvaise réorganisation de la chromatine permettrait l’induction de p16INK-4A (Beausejour et al., 
2003). Dans des cellules HeLa, p21WAF-1 permet l’induction de p16INK-4A via le facteur de 
transcription Sp1 (Xue et al., 2004). Le gène INK4A code pour la protéine p16INK-4A alors que le 
gène ARF, situé sur le même locus que INK4A, code pour la protéine p14ARF (p19ARF chez la 
souris, ARF pour « alternative reading frame »). p14ARF permet l’activation de p53 puisqu’elle 
séquestre Mdm2 (« mouse double minute 2 ») (Pour une revue : (Sharpless, 2004)). Les 
mécanismes liés à p53 sont expliqués plus loin dans l’introduction (paragraphe e.). 
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L’expression de p15INK-4B est induite en réponse à une stimulation par le « Transforming Growth 
Factor-ß1 » (TGF-ß1), ce qui pourrait expliquer que cette cytokine provoque l’arrêt du cycle de 
certains types cellulaires. L’expression de p15INK-4B est suivie de son association aux complexes 
cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 et de l’inhibition de l’activité kinase de ces complexes 
(Hannon and Beach, 1994). p15INK-4B, comme p16INK-4A, provoque un arrêt du cycle cellulaire en 
phase G1.  
Le niveau de p19INK-4D varie durant le cycle cellulaire avec un maximum en phase S (Hirai et al., 
1995).  
d. Les inhibiteurs de complexes cyclines/CDK : famille KIP 
Les inhibiteurs de la famille de KIP/CIP, tel que p21WAF-1, p27KIP-1 et p57KIP-2 ont un spectre 
d’activité beaucoup plus large que ceux de la famille INK4 car ces protéines peuvent inhiber 
tous les complexes cycline/CDK présents en phase G1 mais également le complexe cycline 
B/CDK1 en phase G2 (Dulic et al., 1994). Ils ont donc été nommés inhibiteurs universels de 
complexes cycline/CDK. 
Contrairement aux membres de la famille INK4, les protéines de la famille KIP/CIP ont une 
affinité plus importante pour les complexes cycline/CDK que pour les CDKs monomériques 
(Lees, 1995). 
p21WAF-1 contient 2 régions fonctionnelles indépendantes. La première est un domaine de liaison 
et d’inhibition des complexes cycline/CDK, retrouvée également chez p27KIP-1 et p57KIP-2, et situé 
dans la partie amino-terminale de la protéine. La seconde, dans la partie C-terminale, est un 
domaine unique d’inhibition de la réplication de l’ADN par liaison à PCNA (« proliferating cell 
nuclear antigen »), une protéine partenaire des ADN-polymérases (Chen et al., 1995; Li et al., 
1994; Luo et al., 1995; Waga et al., 1994). p21WAF-1 peut inhiber toutes les CDKs connues ayant 
un rôle en phases G1 et S du cycle cellulaire : CDK2, CDK4 et CDK6 (Harper et al., 1995). Il 
faut également noter que p21WAF-1 permet la stabilisation de l’interaction entre les CDK4 et 
CDK6 et la cycline D afin de favoriser la formation de complexes actifs chez les cellules 
prolifératives, ce qui suggère que p21WAF-1 peut également jouer un rôle alternatif dans la 
progression du cycle cellulaire en conditions normales. Il a également été montré que p21WAF-1 est 
induite indépendamment de p53 dans divers tissus durant le développement et chez des souris 
adultes (Liu et al., 1985; Macleod et al., 1995) ; (Pour une revue : (Gartel and Radhakrishnan, 
2005)). Le rôle de p21WAF-1 en tant qu’inhibiteur ou en tant que facteur d’assemblage des 
complexes cycline/CDK semble dépendre de la stoechiométrie des composants présents au sein 
de ces complexes ainsi que de la concentration et de la localisation subcellulaire de p21WAF-1 lui-
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même. En effet, l’inhibition de complexes cycline/CDK requiert plusieurs molécules de p21WAF-1 
(Zhang et al., 1994) ; (Pour une revue : (Gartel and Radhakrishnan, 2005; Weiss, 2003)). 
p27KIP-1 est constitutivement exprimée dans de nombreux types cellulaires et son abondance 
protéique augmente pendant la phase G0 pour être diminuée lorsqu’un nouveau cycle cellulaire 
est entamé. L’abondance de la protéine p27KIP-1 et des transcrits correspondants augmentent suite 
à une stimulation par le TGF-ß1 et l’inhibition de contact (Albrecht et al., 1998). 
e. La protéine p53 
La protéine p53 est un facteur de transcription tétramérique jouant un rôle majeur dans le 
blocage du cycle cellulaire. En conditions normales, p53 est présente en très faible quantité 
puisque l’ubiquitine ligase Mdm2 conduit à sa dégradation par le protéasome (Haupt et al., 
1997). Lorsque l’ADN est endommagé (par exemple lors de la formation de dimères de 
pyrimidine cyclobutane ou de photo-produits pyrimidine(6-4)pyromidone après exposition à des 
rayons UVB ou UVC (ultra-violets B ou C) ou lors du raccourcissement critique des télomères), 
Mdm2 est séquestrée par d’autres protéines, ce qui réduit la dégradation de p53. Celle-ci est 
stabilisée et activée par phosphorylation au niveau de son domaine de transactivation par 
ATM/ATR et Chk1/Chk2, elles-mêmes activées suite aux dommages à l’ADN (d'Adda di 
Fagagna et al., 2003; May and May, 1999; Wahl and Carr, 2001). p53 exerce alors son rôle de 
facteur de transcription en reconnaissant sa séquence cible au niveau du promoteur de certains 
gènes et en induisant leur expression, comme p21WAF-1, ce qui a pour effet final de bloquer le 
cycle cellulaire via l’hypophosphorylation de Rb (Pour une revue : (Campisi, 1996)) (Drané et 
al., 2002; Harrington et al., 1998). 
f. La protéine du rétinoblastome 
Il a été démontré que la mutation des deux allèles du gène codant pour la protéine Rb est 
suffisante pour entraîner une prolifération anarchique des cellules de l’œil chez l’enfant, 
conduisant au développement tumoral appelé rétinoblastome (Pour une revue : (Harrington et al., 
1998)). 
Rb est un inhibiteur du cycle cellulaire et a été définie comme étant une protéine suppresseur de 
tumeur (Harrington et al., 1998). Au cours de la phase G1 du cycle cellulaire, Rb est 
hypophosphorylée et séquestre les facteurs de transcription de la famille E2F (Chellappan et al., 
1991; Narita et al., 2003). Ceux-ci sont des facteurs de transcription hétérodimériques formés par 
l’association d’un membre de la famille E2F (E2F-1, -2, -3, -4, -5) avec un membre de la famille 
DP (DP-1, -2, -3) (La Thangue, 1994). E2F1 induit l’expression de nombreux gènes codant des 
 
 
Figure 6: Représentation schématique de l’arrêt de prolifération dirigé par les protéines 
p53 et Rb. Lors de la sénescence, p53 est activée par phosphorylation par les protéines 
ATM/ATR et Chk1/Chk2 et par la protéine p19ARF qui séquestre Mdm2. Une fois activée, 
p53 induit l’arrêt du cycle cellulaire en surexprimant p21WAF-1 et en activant Rb qui séquestre 
alors le facteur de transcription E2F. p16INK4 et p15INK-4B permettent également 






protéines nécessaires à la phase S du cycle cellulaire (les cyclines A, B, D et E, l’ADN 
polymérase α, la thymidine kinase, la dihydrofolate réductase, la thymidylate synthétase, etc.). 
Lorsque E2F1 est lié à Rb, E2F1 ne peut donc plus interagir avec les protéines constituant le 
complexe de l’ARN polymérase (Farnham et al., 1993) ; (Pour une revue : (Campisi, 1996)). 
Ceci bloque donc l’activité transcriptionnelle de E2F1 et les cellules sont retenues en phase G1. 
Lorsque la cellule approche de la transition G1/S, Rb est phosphorylée par le complexe cycline 
D/CDK (2, 4 ou 6) (Sherr and Roberts, 1999). Rb libère alors E2F1 et la cellule peut poursuivre 
son cycle cellulaire en entrant en phase S. 
g. Mécanismes d’arrêt du cycle cellulaire lors de la sénescence réplicative 
Lors de la sénescence réplicative, l’arrêt définitif de la division cellulaire a lieu en fin de 
phase G1, empêchant le passage en phase S. Plusieurs mécanismes entrent en jeu (figure 6). Les 
dommages à l’ADN induisent l’inactivation de Mdm2. p53 est activée et permet l’expression de 
p21WAF-1 qui inhibe alors le complexe cycline D/CDK (2, 4 ou 6) et cycline E/CDK2 (Atadja et 
al., 1995; Kulju and Lehman, 1995; Wong and Riabowol, 1996). Le pic de surexpression de 
p21WAF-1 est atteint avant l’entrée en sénescence, c’est-à-dire lors des derniers doublements de 
populations (Mazars and Jat, 1997). Une fois la sénescence installée, l’abondance protéique de 
p21WAF-1 diminue. Cependant, la transcription et la traduction de p16INK-4A augmentent à ce 
moment. p16INK-4A prend ainsi le relais de p21WAF-1 quant au blocage du cycle cellulaire (Alcorta 
et al., 1996). Les mécanismes qui permettent l’induction de p16INK-4A sont peu connus. Une étude 
récente qui a utilisé pour modèle des FDHs surexprimant p16INK-4A propose que p16INK4A non liée 
aux CDK4 et CDK6 pourrait induire la traduction de p21WAF-1. Ils suggèrent que l’effet de 
p21WAF-1 sur p16INK-4A est antérieur à l’effet de p16INK-4A sur p21WAF-1 (Han et al., 2007). 
p16INK-4A bloque les complexes cycline D/CDK4 et cycline D/CDK6 (Pour une revue : (Campisi, 
1996)) ; (Krishnamurthy et al., 2006; Rheinwald et al., 2002). Rb hypophosphorylée lie E2F1 et 
bloque donc la progression du cycle cellulaire (Pour une revue : (Shay and Wright, 2000)). Le 
fait que p16INK-4A, et non p21WAF-1, soit la protéine qui maintient l’arrêt à long terme de la 
prolifération expliquerait pourquoi le gène codant p16INK-4A est souvent trouvé muté dans 
différents types de tumeur alors que cela est rarement le cas de p21WAF-1 (Brugarolas et al., 1995; 
Serrano et al., 1996). 
Il est démontré que p15INK-4B est surexprimée lors de la sénescence réplicative in vitro des 
lymphocytes T humains (Erickson et al., 1998). La surexpression de p15INK-4B dans des lignées 
immortelles provoque un arrêt de la prolifération par inhibition des complexes cycline D/CDK4 
et cycline D/CDK6 (Fuxe et al., 2000). 
 
Figure 7 : Composition des télomères chez l’homme. La télomérase (TERT et TR sont 
respectivement la sous-unité catalytique et ARN de la télomérase sur ce schéma) reconnaît les 
télomères et permet l’élongation de ceux-ci. De plus, TRF1 et TRF2, qui lient spécifiquement 
les doubles brins télomériques, constituent des plates-formes pour recruter d’autres protéines 
nécessaires à la protection et la régulation des télomères. Les protéines représentées en 
couleur jouent un rôle de coiffe. Les protéines représentées en gris sont impliquées dans la 
régulation de la longueur des télomères. Néanmoins, les protéines interagissant avec les 
protéines de coiffe pourraient également jouer ce rôle. Chez l’homme, les télomères se 
présentent sous forme d’une boucle dans laquelle l’ADN double brin s’enroule, permettant 
ainsi à l’extrémité 3’ de se cacher en envahissant les répétitions télomériques internes. Si une 
structure différente est adoptée par le télomère, la protéine POT1, liée au simple brin sur le 
schéma, pourrait lier l’extrémité 3’ et par sa fonction, empêcher une dégradation rapide des 












Figure 8 : Modèle de dysfonctionnement télomérique conduisant à l’instabilité 
génomique. Lorsque la fonction des télomères est compromise par une perte de coiffe des 
télomères, ceux-ci sont reconnus par le système de réparation de l’ADN et qui engendre la 
fusion des extrémités chromosomiques. Cette fusion télomérique entraîne alors une instabilité 
génomique. Cette instabilité génomique conduit à une mauvaise régulation des gènes 
impliqués notamment dans le contrôle de la prolifération (d’après Gilley et al., 2005). 
Coiffe 
« Décoiffage » 
Coiffe 





Figure 9 : Mécanismes de raccourcissement des télomères. Durant la réplication, l’un des 
deux brins d’ADN est synthétisé de manière discontinue par petits fragments (fragments 
d’Okazaki). Cette synthèse nécessite des amorces d’ARN. Les amorces sont ensuite 
dégradées et les espaces vides sont comblés par des désoxyribonucléotides. Seul un espace 
vide subsiste à l’extrémité 5’. Il en résulte un raccourcissement de l’extrémité du chromosome 
(http://www.medscape.com/viewarticle/482667_2). 
  
Figure 10: Les télomères sont formés de séquences répétitives TTAGGG localisées aux 
extrémités des chromosomes. Afin de vérifier que le raccourcissement télomérique est 
détecté par la cellule en tant que dommage à l’ADN, la sous-unité catalytique de la télomérase 
a été introduite dans des fibroblastes humains normaux. Les longueurs de ces séquences 
peuvent être quantifiées par hybridation in situ de chromosomes en métaphase. Les sondes 
PNA (peptide nucleic acid) utilisées sont complémentaires aux séquences TTAGGG et 
marquées par le fluorochrome Cy-3 (points jaunes). Les chromosomes sont, quant à eux, 
visualisés par DAPI (en bleu). La longueur des télomères est proportionnelle à l’intensité du 
signal fluorescent. Des chromosomes en métaphase  provenant de lymphocytes T humains 
surexprimant (B) ou non (A) la sous-unité catalytique hTERT (télomérase) ont ainsi été 
analysés. La télomérase est une enzyme capable de synthétiser les répétitions de séquences 
aux extrémités 3’. Elle est composée d’un ARN (qui sert de matrice pour la synthèse de 
séquences télomériques) et d’une sous-unité catalytique. Des télomères extrêmement courts 
sont observés sur les chromosomes des lymphocytes T pré-sénescents ne contenant pas le 
gène hTERT (A). En revanche, la fluorescence des télomères est homogène et intense sur les 
chromosomes provenant de lymphocytes surexprimant hTERT(B). Ces expériences montrent 
que l’introduction de la télomérase dans des clones de lymphocytes T permet l’élongation des 
télomères les plus courts (Rufer et al., 2003). 
 
 
Figure 11 : Les télomères comme horloge mitotique. La télomérase est active (+) dans les 
lignées germinales et maintient constante la longueur des télomères. En revanche, les tissus 
somatiques inactivent la télomérase (-), ce qui engendre un raccourcissement progressif de 
leurs télomères jusqu’à l’arrêt de réplication ou sénescence en M1 (flèche bleue). Les 
oncoprotéines telles que l’antigène grand T du virus SV40 peuvent neutraliser les protéines 
p53 et pRb, responsables de l’arrêt au point de contrôle M1, et permettent aux cellules de 
poursuivre leur prolifération jusqu’au stade M2 ou «crise». Cette phase est caractérisée par 
l’instabilité extrême des chromosomes à la suite d’un raccourcissement critique des télomères 
et, en conséquence, par la mort cellulaire. De rares clones malins échappent à ce stade en 
exprimant la télomérase (+, flèche rouge). L’introduction de la sous-unité catalytique hTERT 
dans les cellules somatiques permet parfois à elle seule une élongation des télomères et 
l’immortalisation des cellules (flèche verte) (d’après Rufer et al., 2003). 
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Lorsque p19INK-4D est surexprimée dans des FDHs de poumon foetal WI-38, le niveau 
d’expression des protéines p53 et p21WAF-1 est fortement augmenté et la progression du cycle 
cellulaire est bloquée en phase G1, ce qui induit l’apparition du phénotype sénescent (Bai et al., 
2007). 
L’établissement de la sénescence réplicative est donc un processus en plusieurs étapes qui 
nécessite l’expression, tour à tour, de plusieurs inhibiteurs de prolifération, avec des différences 
notables d’un type cellulaire à l’autre. Le raccourcissement télomérique qui a lieu lors de chaque 
division de cellules normales est à l’origine de la sénescence réplicative.  
II.2.D. Le raccourcissement des télomères 
Chez tous les eucaryotes, les télomères sont composés d’éléments nucléotidiques répétitifs 
placés en tandem dans la région terminale de chaque chromosome. Chez l’homme et les autres 
vertébrés, l’unité fondamentale de ces éléments est la séquence « TTAGGG ». Des protéines 
sont associées aux télomères, formant ainsi des structures spécialisées qui protègent les 
extrémités des chromosomes en évitant leur fusion (figure 7 et 8) (Pour une revue : (Ferreira et 
al., 2004; Gilley et al., 2005)). L’homme possède 46 chromosomes et donc 92 télomères. La 
machinerie de réplication est incapable de compléter les extrémités des chromosomes, ce qui 
engendre une perte de 50 à 200 nucléotides à chaque duplication de l’ADN (figure 9). Une 
corrélation entre raccourcissement télomérique et sénescence réplicative a été établie au début 
des années 1990 (Harley et al., 1990). 
La télomérase est active chez les cellules souches (embryonnaires ou somatiques) et maintient 
les télomères à une longueur de 15 Kb. En revanche, elle n’est pas active dans les tissus 
somatiques humains, où la longueur des télomères est significativement plus courte. 
Le raccourcissement télomérique est détecté par la cellule en tant que dommage à l’ADN, ce qui 
induit l’arrêt du cycle cellulaire (d'Adda di Fagagna et al., 2003). Les télomères ont été définis 
comme étant « l’horloge biologique» de la cellule, puisqu’ils lui permettent de déterminer si elle 
peut encore se diviser (figure 10 et 11) (Bodnar et al., 1998; Rufer and Nabholz, 2003). D’autres 
études suggèrent que la sénescence réplicative est induite par un changement de l’état 
« protégé » des télomères courts plutôt que par une perte complète de l’ADN télomérique 
(Karlseder et al., 2002). 
Au final, il semble donc que de façon générale, la longueur et la structure des télomères ainsi que 
le complexe multi-protéique qui y est associé interviennent dans la limitation de la capacité 
réplicative des cellules en culture. 
  
 
Figure 12 : Liste des transcrits identifiés au cours d’une étude basée sur l’utilisation du 
« differential display RT-PCR » et visant à comparer des FDHs IMR-90 jeunes et en 




















Figure 13 : Liste des transcrits identifiés au cours d’une étude basée sur l’utilisation de 
l’hybridation soustractive et visant à comparer des fibroblastes immortalisés (tsa8) et 
pour lesquels la sénescence est induite par l’inactivation de l’antigène SV40. La 
sénescence des fibroblastes tsa8 est induite par l’incubation des cellules à 39,5°C durant 72 h. 
L’abondance des transcrits est comparée pour des fibroblastes tsa8 placés à 33°C (conditions 
contrôles) et placés à 39,5°C. Des fibroblastes normaux embryonnaires de rats (REFs) jeunes 





II.2.E. Altération du génome mitochondrial 
Les mitochondries possèdent leur propre matériel génétique codé par un ADN circulaire 
double brin d’environ 16,5 Kb. Ce génome est présent en de nombreuses copies au sein du 
réseau dynamique des mitochondries et code pour des protéines exclusivement impliquées dans 
la production en ATP. Au cours du vieillissement, des délétions, mutations ou modifications des 
nucléotides altèrent le génome mitochondrial et contribuent à réduire la capacité de synthèse de 
l’ATP par la chaîne respiratoire. Environ 150 délétions de l’ADN mitochondrial sont connues. 
Une délétion de 4,9 Kb est observée le plus fréquemment in vivo dans une variété de tissus 
durant le vieillissement humain, de singes ou de rongeurs (Lee et al., 1997). Cette fréquence 
augmente également avec le nombre de doublements de population de FDHs cultivés in vitro 
(Dumont et al., 2000b). Il a été par ailleurs démontré que des souris exprimant une ADN 
polymérase mitochondriale dont la sous-unité catalytique a été mutée présentent un nombre plus 
élevé de mutations et de délétions au sein de l’ADN mitochondrial. Ceci est associé avec une 
durée de vie réduite et l’apparition prématurée d’un phénotype associé au vieillissement (perte 
de poids, réduction de la graisse sous-cutanée, alopécie, cyphose, ostéoporose, anémie, fertilité 
réduite et grossissement du coeur). Cette étude fournit donc un lien de cause à effet entre les 
mutations qui ont lieu au sein de l’ADN mitochondrial et le phénotype du vieillissement chez les 
mammifères (Trifunovic et al., 2004). 
II.2.F. Modulation de l’expression génique et protéique lors de la sénescence réplicative 
Des améliorations technologiques successives ont permis de réaliser des études à grande 
échelle sur les cellules en sénescence. Ces approches ont ciblé l’analyse du transcriptome, 
constitué par l’ensemble des ARNm présents dans une population cellulaire et dans des 
conditions données, ou l’analyse du protéome, représentant l’ensemble des protéines présentes 
dans cette population cellulaire. Dans les paragraphes suivants, nous présentons brièvement les 
résultats de quelques études réalisées dans le cadre de la sénescence réplicative. Le principe 
général des différentes techniques citées ci-dessous est présenté de manière synthétique au 
paragraphe V (page 44) en fin d’introduction. 
a. Etudes transcriptomiques en sénescence réplicative 
Le « differential display RT-PCR » a été utilisé pour identifier des gènes différentiellement 
exprimés chez des FDHs IMR-90 jeunes et sénescents (figure 12). Parmi les 168 variations 
observées, 84 gènes ont été séquencés et correspondaient à 37 gènes inconnus à l’époque et 27 
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gènes déjà connus. La confirmation de 23 variations d’abondance a été réalisée par utilisation de 
la technique du « northern blot » (Linskens et al., 1995). 
La sénescence réplicative a également été étudiée pour des fibroblastes embryonnaires de 
rats transfectés avec l’antigène T thermosensible du virus SV40 et présentant une capacité de 
prolifération illimitée à la température de 33 °C (Gonos et al., 1998). Une augmentation de 
température à 37,5 °C, inactivant l’antigène T, induit un arrêt de prolifération irréversible de ces 
cellules. L’utilisation de l’hybridation soustractive a permis d’identifier 8 gènes induits et 1 gène 
réprimé lors de la sénescence réplicative de ces fibroblastes (figure 13).  
Voici une description brève de certaines des protéines correspondant aux transcrits dont 
l’abondance est augmentée lors de la sénescence réplicative de fibroblastes embryonnaires de 
rats. 
• L’ostéonectine 
L’ostéonectine contribue au remodelage de la MEC (matrice extra-cellulaire) en induisant 
l’expression de métalloprotéases comme la gélatinase et la collagénase. De plus, cette protéine 
inhibe les effets mitogéniques du « platelet-derived growth factor » (PDGF) par sa capacité de 
liaison directe à ce facteur de prolifération, ce qui peut inhiber l’entrée en phase S de cellules 
endothéliales et de FDHs (Dumont et al., 2002; Pichler et al., 1996). 
• SM22 
SM22 (« Smooth muscle 22 ») est abondante dans les cellules musculaires lisses. Elle s’associe 
aux filaments d’actine ainsi qu’à la fibronectine ; elle pourrait donc intervenir dans le 
remodelage du cytosquelette (Fu et al., 2000; Muller et al., 2007). 
• La fibronectine et l’α-1-procollagène 
La fibronectine et l’α-1-procollagène sont des composants essentiels de la MEC et jouent un rôle 
dans l’organisation du cytosquelette, la migration, la prolifération, l’adhérence et la 
différenciation cellulaire. La fibronectine est sécrétée par les fibroblastes et certaines cellules 
épithéliales. Elle interviendrait dans les changements morphologiques observés lors de la 














































Figure 14 : Liste des transcrits identifiés au cours d’une étude basée sur l’utilisation des 
micro-damiers à ARN et visant à comparer des FDHs de derme (BJ) jeunes et en 
sénescence réplicative. Les valeurs négatives et positives représentent des transcrits 
respectivement moins et plus abondants (nombre de fois) dans les cellules en sénescences 





Figure 15 : Liste des transcrits identifiés au cours d’une étude basée sur l’utilisation du 
« differential display RT-PCR », des micro-damiers à ADN et de la RT-PCR en temps 
réel et visant à comparer des FDHs WI-38 jeunes et en sénescence réplicative. En 
italique : faux positifs obtenus avec le « differential display RT-PCR » ; En gras : marqueurs 




• L’apolipoprotéine J 
L’apolipoprotéine J est une glycoprotéine sécrétée constituée de 2 sous-unités liées par des ponts 
disulfure. La fonction de l’apolipoprotéine J est encore floue, beaucoup de fonctions 
hypothétiques lui ont été attribuées. En effet, l’apolipoprotéine J est capable d’interagir avec de 
nombreuses molécules telles que les lipides ou des protéines hydrophobes (Dumont et al., 2002; 
Petropoulou et al., 2001). L’apolipoprotéine J peut s’associer à des protéines modifiées suite à un 
stress afin d’empêcher leur précipitation et peut donc jouer le rôle de protéine-chaperon 
(Humphreys et al., 1999). De plus, il a été démontré que cette protéine protège les FDHs contre 
des stress oxydatifs (Debacq-Chainiaux et al., 2005; Dumont et al., 2002).  
 
Une étude a ensuite été réalisée afin de comparer l’abondance des transcrits de FDHs WI-
38 jeunes et en sénescence réplicative. Les auteurs ont mis en évidence une augmentation des 
transcrits de l’ostéonectine, SM22, la fibronectine, l’α-1-procollagène et l’apolipoprotéine J 
(Dumont et al., 2000b). Ces cellules  en sénescence présentent également une augmentation de 
l’abondance protéique de l’apolipoprotéine J. La surexpression de cette protéine a permis de 
déterminer qu’elle n’est pas responsable de l’induction de la sénescence mais est plutôt une 
conséquence secondaire du phénotype sénescent (Dumont et al., 2002; Petropoulou et al., 2001). 
Une étude de la sénescence réplicative par micro-damiers à ARN a comparé l’expression 
différentielle des transcrits de FDHs de derme (figure 14). Les FDHs présentent une réponse 
élevée de type inflammatoire, mais il semble que ces caractéristiques de la sénescence réplicative 
soient dépendantes du type cellulaire (Shelton et al., 1999). 
Plus récemment, une étude menée au laboratoire sur la sénescence réplicative de FDHs 
WI-38 a utilisé la technique du « differential display RT-PCR » et a mis en évidence 147 
variations par rapport aux FDHs contôles (figure 15). Une analyse basée sur les micro-damiers à 
ADN a permis de mesurer l’abondance des transcrits connus afin d’éliminer les faux positifs 
générés par le  « differential display RT-PCR ». Par la suite certains résultats obtenus par ces 
deux techniques ont également été confirmés par l’utilisation de la RT-PCR en temps réel 
(Pascal et al., 2005). 
 
En général, des changements observés au niveau de l’ARNm ne résultent pas toujours en 
une altération parallèle de l’abondance protéique (Pour une revue : (Park and Prolla, 2005)). 
Bien que l’étude de l’abondance des transcrits permette de mieux comprendre la régulation de 




Figure 16 : Liste des protéines identifiées au cours d’une étude basée sur l’utilisation des 
2DGE et visant à comparer des fibroblastes embryonnaires de rats jeunes et en 
sénescence réplicative (Benvenuti et al., 2002b). 
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données sur l’abondance des protéines sont souvent plus informatives. En effet, les protéines 
représentent les acteurs principaux de la machinerie cellulaire. D’où l’intérêt de réaliser des 
études protéomiques qui présentent l’avantage d’étudier les produits finaux de l’expression des 
gènes. 
b. Etudes protéomiques en sénescence réplicative 
Dans le but d’identifier des protéines éventuellement impliquées dans les mécanismes 
limitant le potentiel prolifératif des cellules somatiques normales, deux études protéomiques ont 
été réalisées à partir de fibroblastes embryonnaires de rats (Benvenuti et al., 2002a; Benvenuti et 
al., 2002b). La première analyse a étudié la sénescence réplicative de ces cellules en réalisant 
plusieurs doublements de population en culture sériés alors que la seconde a étudié des 
fibroblastes immortalisés et pour lesquels la sénescence est induite par l’inactivation de 
l’antigène SV40 rendu thermosensible par des mutations. 
En utilisant la coloration des protéines au bleu de Coomassie, l’étude des gels établis à partir de 
cellules en sénescence réplicative révèle 49 spots dont l’expression est altérée plus de deux fois 
(figure 16). L’identification de 42 protéines a été possible. Ces protéines sont des constituants du 
cytosquelette, des protéines de choc thermique, des protéines jouant un rôle dans le métabolisme, 
ainsi que des protéines impliquées dans le trafic ou la différenciation, dans la synthèse, le 
« turnover » ou la modification des protéines. Nous pouvons par exemple citer la moesine, qui 
fait partie de la famille des ERM (ezrine, radixine, moesine), des protéines assurant un lien entre 
les filaments d’actine corticale et la membrane plasmique (Louvet-Vallee, 2000). La moesine a 
été identifiée pour deux spots, l’un présentant une augmentation d’intensité et l’autre présentant 
une baisse d’intensité. Puisque les poids moléculaires de ces spots sont identiques mais que les 
points isoélectriques sont différents, les auteurs proposent que l’abondance de la moesine ne 
varie pas lors de la sénescence mais que cette protéine est modifiée. Nous pouvons également 
citer 4 protéines de choc thermique (HSP) identifiées en tant que protéines plus abondantes 
(HSP105, HSP90α et HSP27) ou moins abondante (Sec23) dans les cellules sénescentes. Les 
HSPs protègent les cellules lors de différents types de stress (Fonager et al., 2002). Elles 
interviennent également en conditions physiologiques normales, par exemple dans le repliement 
de protéines nouvellement synthétisées et dans l’assemblage ou la dégradation de complexes 
protéiques. Par exemple, HSP27 voit son abondance protéique augmenter de 3 fois en 
sénescence. Néanmoins, lors de l’analyse de son abondance protéique totale par Western blot, 






Figure 17 : Liste des protéines identifiées au cours d’une étude basée sur l’utilisation des 
2DGE et visant à comparer des fibroblastes immortalisés et pour lesquels la sénescence 
est induite par l’inactivation de l’antigène SV40 (Benvenuti et al., 2002a). 
A : L’analyse a été réalisée pour 4 lignées cellulaires « tsa » (tsa4, tsa8, tsa12, tsa129) 
ainsi que pour 2 lignées cellulaires contrôles (SV2 et SV4) capables de proliférer à 33°C 
et à 39,5°C. Les variations reprises dans le tableau correspondent aux variations 
d’intensité des spots observées au sein d’une même lignée cellulaire placée à 33°C et à 
39,5°C. 
B : Nom des protéines identifiées par spectrométrie de masse correspondant aux spots 





Figure 18 : Liste des protéines identifiées au cours d’une étude basée sur l’utilisation des 
2DGE et visant à comparer des FDHs WI-38 jeunes et en sénescence réplicative (Dierick 
et al., 2002a). 
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résultats serait que HSP27 se présente sous différentes isoformes et peut donc être présente dans 
différents spots sur les 2DGE (gels à deux dimensions). 
La seconde étude, portant sur des fibroblastes immortalisés de rats entrant en sénescence après 
inactivation de l’antigène SV40, et pour laquelle les protéines ont été marquées avec une 
molécule fluorescente, présente seulement 9 variations d’abondance protéique communes avec 
celles qui sont observées pour des cellules primaires en sénescence réplicative (figure 17). 
Aucune de ces 9 protéines n’avait été identifiée précédemment lors d’étude de la sénescence 
réplicative. HSP27 fait partie de cette liste de 9 protéines communes entre les deux études 
réalisées indépendemment. 
Une étude menée au laboratoire et basée sur la séparation des protéines par 2DGE a 
comparé le protéome de FDHs WI-38 jeunes et en sénescence réplicative (figure 18) (Dierick et 
al., 2002a). Les protéines ont été marquées métaboliquement par utilisation de méthionine 
radioactive [35S]. Les analyses statistiques ont permis de mettre en évidence 50 spots présentant 
une différence significative d’intensité intégrée entre les deux conditions étudiées parmi les 
1.800 spots détectés sur chacun des gels. Parmi ces 50 spots, 34 présentaient une augmentation 
d’intensité et 16 présentaient une baisse d’intensité. L’identification de 20 protéines a pu être 
réalisée. 
Ainsi, cette étude démontre par exemple que la pyruvate kinase M2 (PKM2) et l’alpha-énolase, 
deux enzymes impliquées dans la glycolyse, sont surexprimées chez les FDHs sénescents. Une 
augmentation de l’activité de la glycolyse pourrait compenser, au moins en partie, la baisse de 
régénération d’ATP par les mitochondries, un phénomène observé avec l’âge (Lanza et al., 
2005). Par contre, la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) semble être moins abondante 
chez les FDHs en sénescence réplicative. La G6PD est la première enzyme de la voie des 
pentoses phosphates (Ho et al., 2007). Elle catalyse l'oxydation du glucose-6-phosphate en 6-
phosphoglucono-?-lactone. Cette réaction est couplée à la réduction d'une molécule de NADP+ 
en NADPH et constitue l'une des sources importantes de ce cofacteur cellulaire. Cette réaction 
est l’étape limitante de la voie des pentoses phosphates, dont elle contrôle le flux. Une 
diminution du contenu de cette enzyme favorisait la baisse de consommation de glucose-6-
phosphate par la voie des pentoses phosphate, ce qui pourrait compenser la consommation 
augmentée de ce glucose-6-phosphate par la glycolyse. La peroxyredoxine VI (Prx6) a été 
identifiée pour deux spots présentant des variations opposées. Il a alors été proposé que ces spots 
pouvaient correspondre à des isoformes phosphorylées de cette protéine. Des études par Western 
















































Figure 19 : Liste des protéines identifiées au cours d’une étude basée sur l’utilisation des 
2DGE et visant à comparer des fibroblastes immortalisés et pour lesquels la sénescence 
est induite sous l’inactivation de l’antigène SV40 (Boraldi et al., 2002). 
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totale de protéine et de transcrits de la Prdx6. La Prx6 est un membre de la famille des protéines 
antioxydantes spécifiques des thiols (peroxyredoxines). La Prx6 est impliquée dans la régulation 
du potentiel rédox de la cellule; elle peut réduire l’H2O2 (peroxyde d’hydrogène), les acides gras, 
etc. ; et peut jouer un rôle dans la régulation du « turnover » des phospholipides (Manevich and 
Fisher, 2005). Il a également ét montré que la surexpression stable de la Prx6 dans des FDHs 
WI-38 avant l’exposition de ces cellules à des concentrations sublétales de t-BHP (tert-
butylhydroperoxyde) ou des expositions répétées aux UVB permet d’augmenter la survie 
cellulaire après ces traitements (Dierick et al., 2003). HSP27 a également été identifiée à partir 
des 2DGE et une augmentation de l’abondance des transcrits et de la protéine a été mise en 
évidence respectivement par RT-real-time PCR et par Western blot chez les FDHs WI-38 en 
sénescence réplicative (Dierick et al., 2002b). 
Une autre étude a consisté en la comparaison des protéomes de FDHs de derme de sujet 
jeunes, adultes ou âgés d’environ 15, 40 et 80 ans, et cultivés in vitro (figure 19) (Boraldi et al., 
2003). Ce travail était basé sur des 2DGE colorés à l’argent. Ces auteurs montrent que 38 
protéines (sur 1.500 protéines détectables dans toutes les conditions) présentent un changement 
d’abondance lié à l’âge. Les différences majeures ont été observées entre les cellules d’individus 
jeunes et adultes. La comparaison des individus adultes et vieux révèle seulement quelques 
différences d’abondance protéique. Les auteurs proposent que le faible nombre de protéines 
présentant des différences d’abondance entre les trois conditions étudiées est probablement lié à 
la procédure d’analyse des gels qui vise à éliminer les variabilités individuelles. De plus, les 
auteurs considèrent seulement les variations significatives d’au moins 3 fois. 
Par exemple, l’abondance de l’annexine A1 augmente entre les individus jeunes et adultes puis 
diminue chez les individus âgés. Un autre exemple parmi les protéines identifiées lors de cette 
étude est HSP27, qui diminue avec le vieillissement des individus. 
Une étude plus récente, basée sur l’utilisation de la technique iTRAQ, a également mis en 
évidence des variations d’abondance protéique de FDHs WI-38 en sénescence réplicative. Cette 
procédure d’analyse a permis d’identifier des protéines nucléaires, membranaires, du 
cytosquelette, du réticulum endoplasmique (RE) ainsi que d’autres protéines du cytosol. Par 
exemple, il a été montré que le collagène de type I est sous-exprimé chez les FDHs en 
sénescence réplicative. Le collagène de type I est le constituant de repliement architectural 
principal nécessaire pour la réparation des tissus. Une relation inverse entre la proportion de 
FDHs sénescents et la production de collagène pourrait donc réduire la capacité de cicatrisation 
des tissus. Les auteurs ont étudié les abondances protéiques du collagène de type I, de HSP90 et 
de la vimentine par Western blot et ont obtenu des résultats comparables à ceux obtenus par 
INTRODUCTION 
16  
iTRAQ. Dans le futur, cette approche technique pourrait être utilisée pour analyser des fractions 
sub-cellulaires (Cong et al., 2006). 
 
À ce stade de l’introduction de ce travail, après avoir décrit le modèle de Hayflick, et avoir 
repris les principales caractéristiques de la sénescence réplicative, nous avons présenté quelques 
analyses transcriptomiques et protéomiques ayant pour but d’identifier de nouveaux marqueurs 
de la sénescence. 
Plusieurs théories ont été proposées dans la littérature afin d’expliquer les changements observés 
lors de la sénescence réplicative et du vieillissement. Parmi celles-ci, la théorie des radicaux 
libres propose qu’une augmentation de la production de radicaux libres et une augmentation des 
dommages oxydatifs au cours du temps sont en partie responsables du vieillissement biologique 
(Pour une revue : (Balaban et al., 2005)). 
La suite  de cette introduction est donc très brièvement consacrée aux espèces réactionnelles 
dérivées de l’oxygène et aux stress oxydatifs. 
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Figure 20 : Espèces réactives dérivées de l’oxygène, de l’azote et du chlore produits dans 
le corps humain. ROS est un terme collectif qui reprend des espèces radicalaires et non 
radicalaires. Toutes ces espèces ont des réactivités qui varient largement : OH• réagit 
rapidement (demi-vie de 10-9 sec) avec de nombreuses molécules, alors que H2O2 est plus 
stable (demi-vie de 10-5 sec) et O2 •- présente une réactivité variable (demi-vie de 10-6 sec). 




























Figure 21 : Description des produits dérivés de la réduction monovalente de la molécule 
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Figure 22 : Conversion de l’H2O2 en •OH en présence d’UV ou de métal de transition 





Figure 23 : Modèle schématique de la génération de ROS par la mitochondrie. Les sites I 
et III sont identifiés comme étant les sites de production majeurs des anions superoxydes 
parmi les voies principales de production des ROS. Les enzymes antioxydantes comprennent 
différentes isoformes de peroxiredoxines (Prx), de superoxyde dismutases (SOD), et de 
glutathion peroxydase (GPX). La réation catalysée par la famille des peroxiredoxines requiert 
d’autres protéines tel que la thioredoxine (TrxS2). De même, l’action enzymatique de la GPX 
requiert du glutathion réduit (GSH). Certains membres de la famille des SOD, GPX et PrX se 
situent à l’intérieur de la mitochondrie alors que d’autres membres de ces familles se 
localisent dans le cytosol ou l’espace extra-cellulaire. Le dégradé de couleur rouge aux 
niveaux des différents sites correspond au potentiel d’oxydo-réduction (rouge, plus élevé ; 
rose, plus faible). La famille des protéines UCP (« uncoupling protein ») (en vert) réduit le 
potentiel mitochondrial global de membrane, ce qui entraine une réduction des ROS formés 






III. LES ESPECES REACTIONNELLES DERIVEES DE L’OXYGENE ET 
STRESS OXYDATIFS 
III.1. Définition 
Les radicaux libres sont des espèces chimiques possédant un ou plusieurs électrons non 
appariés sur leur couche externe. La présence d’un électron célibataire confère à ces molécules 
une très grande réactivité, ce qui rend cet état transitoire (Fridovich, 2001). Ce déséquilibre peut 
être comblé par l’acceptation d’un autre électron qui vient s’apparier au premier ou par le 
transfert de cet électron libre sur une autre molécule. 
Parmi les « espèces réactionnelles dérivées de l’oxygène » (ROS) sont reprises les espèces 
radicalaires dérivées de l’oxygène tels que le radical superoxyde (O2.-) et le radical hydroxyle 
(OH.) ainsi que les molécules non radicalaires dérivées de l’oxygène tels que le peroxyde 
d’hydrogène (H2O2) et l’oxygène singulet (O21) (figure 20). 
L’ajout des électrons sur l’oxygène moléculaire (O2) se fait selon une réduction monovalente qui 
génèrent finalement une molécule d’eau (figure 21). 
O2.- et le .OH sont très instables et réagissent directement avec d’autres molécules au site même 
où ils ont été formés. Par contre, H2O2 a une durée de vie plus longue et est donc plus diffusible. 
Cependant, H2O2 est peu réactif : il peut agir en tant qu’oxydant ou réducteur moyen. Il n’oxyde 
pas les macromolécules aisément. Le danger de H2O2 provient de sa conversion en .OH, par 
exemple lors de l’exposition aux UV, ou par interaction avec des ions de métaux de transition 
comme le fer (figure 22) (Evans et al., 2000). 
III.2. Site de production des ROS 
Tous les organismes vivant dans un environnement aérobie sont exposés continuellement 
aux ROS. Ceux-ci ont une origine endogène ou exogène. 
III.2.A. Les ROS d’origine endogène 
H2O2 est présent en quantité plus élevée dans les voies respiratoires de patients touchés par 
une maladie inflammatoire pulmonaire. Par exemple, les symptômes de l’asthme comprennent 
l’inflammation des voies respiratoires qui induisent l’afflux de leucocytes de la circulation vers 
les bronches. Une fois activées, ces cellules libèrent des médiateurs et des cytokines qui 
amplifient le processus inflammatoire, incluant la production de O2. - et H2O2. La mesure de H2O2 
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exhalé peut être utilisée comme méthode non-invasive afin de déterminer l’inflammation des 
voies respiratoires et des stress oxydatifs (Antczak et al., 1997; Loukides et al., 1998; Sznajder et 
al., 1989). L’inflammation en général génère des ROS (pour une revue : (Kregel and Zhang, 
2007)). 
Chez les individus sains, les majeures sources intracellulaires de production endogène de ROS 
sont la mitochondrie, les peroxysomes, les enzymes du cytochrome p450 ou encore les NADPH 
oxydases (Pour une revue : (Kregel and Zhang, 2007; Lombard et al., 2005)). 
a. La mitochondrie 
La mitochondrie est la principale source d’ATP pour la survie cellulaire chez les 
organismes aérobies. 
Environ 0,4 à 4 % de l’oxygène consommé par les mitochondries sont convertis en ROS. Ceux-
ci représentent approximativement 90 % des ROS intracellulaires. La génération de ROS par la 
mitochondrie est une conséquence de l’oxydation contrôlée de NADH et FADH2 pour générer un 
potentiel électrochimique (protons) de part et d’autre de la membrane mitochondriale interne 
(figure 23). Ce potentiel électrochimique est ensuite utilisé pour phosphoryler l’ADP grâce à 
l’ATPase. À divers endroits de la chaîne de transport des électrons, les électrons dérivés du 
NADH ou du FADH2 peuvent directement réagir avec l’oxygène ou d’autres accepteurs 
d’électrons générant ainsi des radicaux libres. Le métabolisme cellulaire normal de l’oxygène 
produit donc de faibles quantités de ROS de manière continue (Pour une revue : (Batandier et al., 
2002)). 
b. Les peroxysomes 
Le rôle central des peroxysomes est la participation à de nombreuses voies métaboliques 
telle que la ß-oxydation des acides gras. La majeure source de production de H2O2 dans les 
peroxysomes sont les oxydases, par exemple les Acyls-CoA oxydases, qui transfèrent 
l’hydrogène de leur substrat sur l’oxygène moléculaire. Les peroxysomes contiennent également 
des enzymes nécessaires à la dégradation de H2O2. Chez les individus âgés, une perturbation de 
l’équilibre entre les enzymes impliquées dans la production et la dégradation de H2O2 est 
observée. Cette altération peut conduire à la production de ROS mais aussi à la perturbation du 
métabolisme des lipides, comme cela est observé chez les animaux âgés (Pour une revue : 
(Schrader and Fahimi, 2004)). 
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c. Les cytochromes p450 
Le système monooxygénase microsomal (MMO) est lié à au feuillet externe de la 
membrane du réticulum endoplasmique et la membrane externe du noyau. Toutes les enzymes 
constituantes du MMO sont liées par des domaines transmembranaires hydrophobes (via le 
domaine N-terminal et une boucle protrudente composée des résidus 215  à 232). Ce système 
catalyse l’oxygénation d’une variété de composés endogènes et exogènes et contient des 
cytochromes p450 qui peuvent directement réduire O2 en O2.- lors du métabolisme de composés 
xénobiotiques (Goeptar et al., 1995) ; (Pour une revue : (Zangar et al., 2004)). 
d. Les NADPH oxydases 
La NADPH oxydase des macrophages permet d’éliminer les bactéries séquestrées en 
produisant des ROS. Une activité NADPH oxydase est également présente dans les tissus non 
phagocytaires où H2O2 est produit en quantité plus faible. L’activité NADPH oxydase est 
augmentée en fonction des besoins notamment par une série de stimuli d’origine extracellulaire 
(facteurs de prolifération dont le PDGF, cytokines dont l’angiotensine II et hormones) (Linnane 
et al., 2007). Les NADPH oxydases non phagocytaires semblent structuralement et 
fonctionnellement différentes des NADPH oxydases phagocytaires. Il a été démontré que H2O2 
peut activer ces NADPH oxydases dans les cellules non-phagocytaires pour induire une 
augmentation de la concentration en ROS (Li et al., 2001). 
La NADPH oxydase non phagocytaire est constituée de sous-unités cytoplasmiques (p47phox, 
p67phox et p40phox) qui, après phosphorylation par des kinases spécifiques, forment des complexes 
qui sont transférés en membrane plasmique et y interagissent avec les autres sous-unités (p91phox, 
p22phox et Rac2). La sous-unité p91phox (NOX2) est la sous-unité catalytique. Le cycle catalytique 
est initié par transfert d’électrons de l’oxygène moléculaire à travers un couplage redox avec le 
NADPH pour produire O2.-. La sous-unité Rac2 est ancrée en membrane plasmique par une 
chaîne isoprényle et permet la production des ROS par la NADPH oxydase (Li et al., 2001; Sun 
et al., 2007). 
III.2.B. Les ROS d’origine exogène 
La production de ROS peut provenir de stress environnementaux comme l’exposition aux 
ultraviolets (UV), aux radiations ionisantes, à la fumée de tabac, à la pollution, aux 








Figure 24 : Voies de signalisation des MAPK induite par les ROS (Valko et al., 2007). 
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Pagano, 2002; Riley, 1994; Scharffetter-Kochanek et al., 1997; Zhang et al., 2003) ; (Pour une 
revue : (Shi et al., 2004)). 
Les bactéries orales produisent également H2O2, qui, une fois libéré dans la salive, pourrait être 
utilisé par les peroxydases salivaires afin de générer des substances toxiques bactéricides. 
H2O2 est également présent dans l’air exhalé par l’être humain sain, et en quantité plus élevée 
pour les fumeurs. 
III.3. Fonction des ROS 
Les ROS ne sont pas forcément nocifs. Ils sont reconnus pour jouer un double rôle, en tant 
qu’espèces nocives ou en tant qu’espèces bénéfiques. En effet, il a été proposé que les ROS en 
faibles concentrations issus des mitochondries pourraient être importants dans divers processus 
comme la protection de l’individu face à un pathogène, l’induction de réponses mitogéniques 
mais aussi dans la transduction du signal dépendant du système redox de la cellule (Pour une 
revue : (Balaban et al., 2005)). Par exemple, H2O2 à des concentrations inférieures à 20-50 µM 
présente une cytotoxicité limitée et pourrait servir de messager secondaire dans de nombreux 
types cellulaires (Evans et al., 2000) ; (Pour une revue : (Forman, 2007)). Les ROS peuvent donc 
être utilisés par la cellule pour induire ou maintenir actives les voies de signalisation impliquées 
par exemple dans la croissance ou la différenciation (Pour une revue : (Valko et al., 2007)). 
La plupart des types cellulaires génèrent de faibles concentrations de ROS après stimulation avec 
des cytokines, des facteurs de croissance ou des hormones (par exemple, IL-1ß (interleukine-1ß), 
IL-6, IL-3, TNF-α (« tumor-necrosis factor-α »), angiotensine II, PDGF, NGF, TGF-ß1, FGF 
(« fibroblast growth factor »)). Les récepteurs aux facteurs de croissance sont des tyrosine 
kinases qui jouent un rôle dans la transmission de l’information de l’extérieur vers l’intérieur de 
la cellule. L’information est principalement transmise via les MAPK (mitogen-activated protein 
kinase) (figure 24). Les différentes MAPK seront décrites plus loin dans l’introduction (page 
32). 
Des protéines kinases (PTKs) de la famille de Scr ou des Janus kinases (JAK) peuvent également 
être activées par des ROS. Par exemple, le H2O2 permet la phosphorylation sur les tyrosines de 
nombreuses PTKs dans des fibroblastes. Src phosphorylée lie alors la membrane par 
myristillation et active la voie des MAPK. 
Les protéines tyrosine phosphatases (PTPs) sont probablement les cibles directes des ROS les 
mieux caractérisées. Leur inactivation réversible par les ROS est liée à l’oxydation des résidus 







































Figure 25 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels les ROS et les 
stress oxydatifs contribuent au processus du vieillissement. Une variété de facteurs 
endogènes et exogènes peuvent stimuler la production de ROS au niveau cellulaire. Les ROS 
stimulent alors les voies de transduction, résultant au changement de l’expression de gènes 
qui peuvent moduler de nombreuses réponses jouant un rôle important au niveau des 
fonctions et de la survie cellulaire. De plus, lorsque les processus de réparation sont 
insuffisants, les ROS peuvent induire des dommages oxydatifs au niveau moléculaire (ADN, 
protéines, lipides). Cela conduit aux dommages au niveau des organelles, lesquels peuvent 
directement affecter les réponses cellulaires. Il s’en suit des réponses au niveau cellulaire 
(inflammation, prolifération, apoptose, nécrose) qui peuvent stimuler la génération de ROS de 
sources endogènes et à plus long terme le vieillissement, la dysfonction des organes, la 
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Il a également été montré que des protéines à activité sérine/thréonine kinase sont impliqués dans 
la l’induction ou la répression des signaux dépendants des ROS. Par exemple, les PKC 
(« proteines kinases C ») contiennent des résidus cystéine au niveau de leurs domaines 
catalytique et régulateur qui peuvent être modifiés par différents oxydants. 
La régulation des facteurs de transcription par oxydation est possible par exemple par la 
formation de ponts disulfure dans les domaines de liaison à l’ADN ou via des 
phosphorylations/déphosphorylations indirectes. Selon le cas, ces régulations redox peuvent 
mener à l’activation ou à l’inactivation du facteur de transcription affecté. p53, NFκB ou AP-1 
sont des facteurs de transcription impliqués dans le processus du vieillissement et soumis à une 
régulation redox (Pour une revue : (Kregel and Zhang, 2007)). 
De plus, les ROS peuvent réguler positivement ou négativement l’expression de gènes, la 
différenciation ou l’induction de l’apoptose, par exemple dans le développement du fœtus et le 
remodelage des tissus. H2O2 généré par des phagocytes activés présents sur des sites 
d’inflammation permet l’augmentation de l’abondance de molécules d’adhérence, la 
prolifération cellulaire et l’agrégation des plaquettes (Evans et al., 2000).  
III.4. Molécules cibles des ROS 
Les ROS peuvent cependant oxyder les macromolécules telles que l’ADN, les protéines et 
les lipides (figure 25). 
III.4.A. Oxydation de l’ADN 
Les bases et les sucres qui composent l’ADN sont sensibles à l’oxydation. Les ROS 
induisent des cassures simple ou doubles brin(s) au sein de l’ADN (via l’attaque du déoxyribose) 
ainsi que de nombreuses modifications chimiques au niveau des bases. Parmi celles-ci, on peut 
citer la 8-oxoguanine et la 8-oxo-2’-déoxyguanosine. Ces modifications gènent l’appariement 
correct des bases lors de la réplication de l’ADN. Ces deux modifications de bases sont 
actuellement considérées comme de bons marqueurs des dommages oxydatifs à l’ADN 
(Doetsch, 2001). L’accumulation des dommages en fonction de l’âge varie en fonction des tissus 
et pourrait contribuer à la variation de l’expression de gènes observée chez les individus âgés 
(Pour une revue : (Finkel et al., 2007)). 
L’instabilité et les mutations au sein de l’ADN sont également des marqueurs de cancers. Il n’est 
donc pas surprenant d’observer une altération des facteurs impliqués dans la réponse aux 
dommages à l’ADN chez les patients atteints d’un cancer (Pour une revue : (Finkel et al., 2007)). 
 
 
Figure 26 : Liste des acides aminés les plus sensibles à l’oxydation et des produits 
dérivés suite à une oxydation. La formation d’oxo-acides et d’aldhéydes comme produits 
d’oxydation de certains acides aminés conduit à l’apparition de groupements carbonylés sur 





Figure 27 : Schéma reprenant le processus menant à la dégradation d’une protéine par 
le protéasome. La protéine destinée à être dégradée est reconnue par la machinerie 
d’ubiquitinylation, ce qui conduit à la formation d’une chaîne d’ubiquitines liées par des liens 
covalents. La formation de cette chaîne est accompagnée par une série d’évènements 
enzymatiques réalisés successivement par les protéines E1 (« ubiquitin-activating enzyme »), 
E2 (« ubiquitin-conjugating enzyme ») et E3 (« ubiquitin ligase »). L’enzyme E4 (« ubiquitin 
elongation factor ») est nécessaire à la polyubiquitinylation pour la dégradation de certains 
substrats. L’enzyme E3 reconnaît les signaux de dégradation comme les motifs mal repliés, 
non repliés ou anormaux de la protéine. Le complexe macromoléculaire du protéasome 
reconnaît ensuite cette protéine ubiquitinylée. Cette chaîne est libérée et désassemblée par des 
enzymes de déubiquitinylation spécifiques. La protéine est ensuite clivée en de petits 
fragments par le protéasome (Lindsten et al., 2003). 
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III.4.B. Oxydation des protéines 
a. Modifications et agrégation des protéines 
L’oxydation des acides aminés conduit à l’inactivation des protéines et requiert leur 
protéolyse afin d’empêcher leur accumulation. Les acides aminés les plus sensibles sont les 
résidus cystéine et méthionine (Figure 26). De plus, les protéines oxydées sont généralement 
moins thermostables que leur forme native. Les protéines oxydées peuvent perdre leur activité 
(Pour une revue : (Fridovich, 2001)). Les ponts disulfures représentent un exemple de produit de 
l’oxydation des résidus cystéine. La méthionine est tout d’abord transformée en méthionine 
sulfoxyde pour être ensuite oxydée en méthionine sulfone. Ces transformations de la méthionine 
sont accompagnées par des changements des propriétés physico-chimiques puisque 
l’hydrophobicité et la flexibilité de la méthionine diminuent. (Pour une revue : (Mary et al., 
2004) ; (Friguet, 2003)). 
Il a été proposé que l’accumulation de protéines oxydées avec l’âge résulte d’une altération de 
l’homéostasie et de la protéolyse. Par exemple, les changements dans la structure du protéasome 
observés avec l’âge conduisent à une accumulation de protéines modifiées par oxydation en 
raison de leur protéolyse altérée (Grune et al., 2004).  
Les protéines oxydées qui deviennent plus hydrophobes peuvent s’associer aux lipides pour 
former des agrégats appelés « lipofuscine » ou pigments d’âge (Pour une revue : (Halliwell, 
2001)). Certains neurones de personnes centenaires peuvent contenir 75 % de lipofuscine (Sitte 
et al., 2000). La maladie d’Alzheimer, de Parkinson ou d’Huntington sont appelées maladies 
conformationnelles et sont caractérisées par une accumulation de protéines mal repliées ou en 
agrégats (Pour une revue : (Grune et al., 2004)). 
b. Le protéasome 
La fonction principale du complexe du protéasome est de reconnaître et de dégrader les 
protéines dans le cytosol et le noyau (figure 27) (Pour une revue : (Lindsten and Dantuma, 
2003)). Ce système a été conservé durant l’évolution, de la levure aux mammifères. Le 
protéasome ne dégrade pas uniquement les protéines mal repliées ou endommagées mais 
également des protéines nouvellement synthétisées devant êtres régulées après leur translocation 
dans le cytosol. En effet, de nombreuses études tendent à montrer que ces protéolyses font partie 
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Figure 28 : Chaîne de peroxydation lipidique membranaire. La peroxydation lipidique est 
une réaction en chaîne caractérisée par trois étapes : l’initiation, la propagation et la 




Il n’est pas encore clairement compris comment le système d’ubiquitinylation reconnaît les 
protéines abérantes, mais de récentes études proposent une voie reliant les protéines chaperonnes 
et le système d’ubiquitinylation (Pour une revue : (Lindsten and Dantuma, 2003)). 
L’altération des fonctions du protéasome est observée avec l’âge dans différents types cellulaires 
et tissus. Une étude basée sur les 2DGE a démontré que la proportion des différentes sous-unités 
du protéasome ainsi que leurs modifications post-traductionnelles peuvent être altérées. Par 
exemple, le nombre de modifications du protéasome par la glycoxydation augmente avec l’âge 
des hommes. L’activité du protéasome peut donc également être altérée par les ROS. Avec l’âge 
de l’individu, l’accumulation de protéines inhibitrices comme la lipofuscine peuvent également 
être responsable de l’inhibition des activités du protéasome (Pour une revue : (Friguet, 2006)). 
Lorsque la protéolyse dépendante du système du protéasome est compromise, deux 
conséquences sont observées. Premièrement, l’élimination inefficace de protéines mal repliées 
entraîne leur accumulation. Deuxièmement, la redistribution des composants du système 
protéasome-ubiquitine qui accompagne la formation d’agrégats peut résulter en un 
affaiblissement général du système. Ces deux conséquences sont bien entendu liées entre elles 
(Pour une revue : (Lindsten and Dantuma, 2003)). 
La mitochondrie est la majeure source de ROS intracellulaires mais est également endommagée 
par les ROS. Dans la mitochondrie, la dégradation des protéines oxydées est réalisée par la 
protéase Lon dépendante de l’ATP. La sous-expression de la protéase Lon entraîne une 
augmentation de la quantité de protéines oxydées ainsi qu’une altération de la structure et de la 
fonction des mitochondries, entraînant la mort cellulaire par apoptose (Pour une revue : (Friguet, 
2006)). 
III.4.C. Oxydation des lipides 
Les membranes cellulaires sont composées de phospholipides (PL), de cholestérol, de 
protéines et d’hydrates de carbone. Différentes classes de PL constituent les membranes. Les 
membranes jouent notamment un rôle important dans le maintien des fonctions cellulaires 
puisqu’elles jouent le rôle de barrière afin de contrôler les échanges entre la cellule et son 
environnement (Pour une revue : (Evans and Halliwell, 2001)) ; (Yu, 2005). 
Les lipides membranaires et plus précisément leurs acides gras polyinsaturés sont des cibles 
privilégiées des ROS (figure 28) (Davies, 2000). La peroxydation lipidique est une réaction en 
chaîne qui est initiée par l’attaque d’un acide gras insaturé (LH) par un radical R• tel que •OH. 
Dans un environnement aérobie, l’oxygène se lie au radical lipidique pour donner le radical 
peroxyde (LOO•). Celui-ci peut propager la réaction en chaîne de peroxydation par abstraction 
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d’un atome d’hydrogène d’un autre acide gras insaturé. L’hydroperoxyde (LOOH) peut être 
décomposé en d’autres espèces réactives : des radicaux alkoxyles (LO•), des aldéhydes tel que la 
malonyldialdéhyde, des alcanes, des alcools, etc. (Pour une revue : (Halliwell and Chirico, 
1993)). 
Au cours du vieillissement des changements de profils des PL ont lieu dans les membranes 
biologiques, comme la réduction du nombre total de PL, des modifications de la composition des 
différentes sous-classes de PL et des changements dans leur distribution asymétrique dans la 
bicouche lipidique. Cela engendre une détérioration et une instabilité de l’intégrité membranaire 
conduisant à un déclin des fonctions associées aux membranes et à la libération des lipides au 
sein des cellules et des tissus. Les lipides oxydés peuvent alors agir comme agent de pontage et 
jouer un rôle dans l’agrégation des protéines (Pour une revue : (Evans and Halliwell, 2001)) ; 
(Yu, 2005). 
III.5. Mécanismes de défense contre les ROS 
La production de ROS peut avoir des effets délétères extrêmes. Heureusement, les cellules 
d’organisme en bonne santé sont capables de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées 
par les ROS et possèdent un système antioxydant. 
Les antioxydants peuvent être définis comme toute substance qui, présente en faible 
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber l’oxydation 
de ce substrat (Pour une revue : (Beckman and Ames, 1998a; Beckman and Ames, 1998b)). Ces 
systèmes de défense peuvent soit empêcher la formation de ROS (antioxydants primaires), soit 
épurer le milieu environnant contenant des ROS (antioxydants secondaires).  
Les antioxydants comprennent des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques mais aussi de 
petites molécules hydro- ou lipo-solubles.  
III.5.A. Les enzymes antioxydantes 
Les superoxydes dismutases (SOD) sont des enzymes qui convertissent O2•- en H2O2 
(figure 23). Trois isoformes de ces métallo-protéines existent. La Mn-SOD mitochondriale (ou 
SOD2) la Cu/Zn-SOD cytosolique (ou SOD1) et la EC-SOD de la matrice-extracellulaire (ou 
SOD3). H2O2 est ensuite métabolisé par la catalase, ou la glutathion peroxydase dépendante du 
selenium (GPX1). La GPX1 est une protéine contenant de la sélénocystéine et dépendant du 
glutathion. Le glutathion oxydé est non toxique et peut être réduit par le NADPH grâce à la 
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Figure 29: Enzymes antioxydantes et leurs localisations subcellulaires. 
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ou membranaires permettent de détoxifier des composés tels que des agents carcinogènes, des 
drogues thérapeutiques, des toxines environnementales ou les produits des stress oxydatifs par 
conjugaison avec du glutathion réduit (Hayes et al., 2005). Les peroxyredoxines (PRDX), qui 
possèdent une activité peroxydase dépendante de la thioredoxine et l’époxyde hydrolase du 
peroxysome jouent également un rôle important dans la protection cellulaire contre les stress 
oxydatifs (Pour une revue : (Evans and Halliwell, 2001)) ; (Pour une revue : (Schrader and 
Fahimi, 2004)). La catalase, la GPX1, la SOD, et les peroxyredoxine se trouvent généralement 
dans les peroxysomes mais n’y sont pas confinées (figure 29). Rapellons que la G6PD est la 
première enzyme de la voie des pentoses phosphates (Ho et al., 2007). La réaction qu’elle 
catalyse est couplée à la réduction d'une molécule de NADP+ en NADPH et constitue l'une des 
sources importantes de ce donneur d’électrons qui joue un rôle clé dans la défense contre les 
stress oxydatifs. 
III.5.B. Les molécules antioxydantes non-enzymatiques 
Très brièvement, la vitamine E (α-tocophérol), la coenzyme Q (ubiquinone) et les 
caroténoïdes protègent contre la peroxydation lipidique. La vitamine C réagit avec certains ROS 
directement et recycle probablement la vitamine E. Leur effet protecteur est lié à leur capacité à 
céder un de leurs électrons pour arrêter la propagation radicalaire tout en étant capable soit de 
céder un second électron lors d’une réaction d’oxydation, soit de se régénérer par le 
remplacement de l’électron manquant (Bors et al., 1990). 
 
Après avoir décrit le modèle de Hayflick et de la sénescence réplicative, nous nous sommes 
tournés très succintement vers les stress oxydatifs. Nous allons à présent présenter la sénescence 




IV. SENESCENCE INDUITE PREMATUREMENT PAR LES STRESS 
IV.1. Introduction 
De nombreuses études expérimentales in vitro ont montré que des stress oxydatifs 
chroniques ou aigus sublétaux permettent d’induire la sénescence prématurée de différents types 
cellulaires (Pour une revue : (Toussaint et al., 2000)). 
IV.2. Stress chroniques et aigus sublétaux 
IV.2.A. Stress chroniques sublétaux 
Dans des travaux devenus classiques, l’équipe de T. Von Zglinicki a démontré que des 
FDHs WI-38 soumis à une hyperoxie chronique sublétale (40% O2) présentent un phénotype 
sénescent après seulement environ 4 doublements de population en culture (von Zglinicki et al., 
1995). Les cassures simple et doubles brin(s) de l’ADN qui apparaissent lors des dommages 
causés par l’hyperoxie chronique s’accumulent préférentiellement au niveau des télomères et 
sont responsables d’un raccourcissement accéléré (500 pb par doublement de population au lieu 
de 90 pb pour les cellules de la même souche en normoxie) lorsque les cellules continuent de se 
diviser dans ces conditions de stress oxydatif (Petersen et al., 1998) ; (Pour une revue : (von 
Zglinicki, 2000)). Ce raccourcissement télomérique critique d’environ 2 Kb est reconnu par la 
cellule comme dommage à l’ADN, ce qui permet un arrêt du cycle cellulaire suite à l’activation 
de p53 (d'Adda di Fagagna et al., 2003; Saretzki et al., 1999). Ces résultats suggèrent donc 
l’implication d’un raccourcissement télomérique critique dans l’apparition de la sénescence 
prématurée induite par un stress sublétal chronique. L’étude des effets d’exposition prolongée à 
l’hyperoxie a également été réalisée avec des cellules endothéliales et des mélanocytes (Pour une 
revue : (Toussaint et al., 2000)) ; (Honda et al., 2002). 
IV.2.B. Stress aigus sublétaux 
a. Généralités 
Des FDHs jeunes traités avec des concentrations sublétales de molécules comme H2O2, le 
t-BHP, l’éthanol, ou exposés à des doses sublétales d’UVB entrent en sénescence prématurée 
(Chainiaux et al., 2002; Chen and Ames, 1994; Chen et al., 1998; Chen et al., 2000b; Dumont et 




Figure 30 : Liste des protéines différentiellement néosynthétisées et identifiées au cours 
d’une étude basée sur l’utilisation des 2DGE et visant à comparer des FDHs WI-38 
jeunes, en sénescence réplicative ou en sénescence prématurée induite par des stress 







Figure 31 : Liste des transcrits identifiés au cours d’une étude basée sur l’utilisation du 
« differential display RT-PCR », des micro-damiers à ADN et de la RT-PCR en temps 
réel et visant à comparer des FDHs WI-38 jeunes et en sénescence prématurée induite 
par des stress répétés avec du t-BHP ou de l’éthanol. En gras : marqueurs de la sénescence 
(Pascal et al., 2005). 
 
 
  UVB PUVA PUVA H2O2 H2O2 H2O2 t-BHP EtOH 




AG04431 AG04431 FF95 BJ BJ-htert IMR90-htert  WI-38 WI-38 
Apoptose          
BAX BCL2-associated X protein  ↑ 1.5  ↑ 2.4 ↑ 1.6    
Cycle cellulaire          
CCND1 Cyclin D1 ↑ 2.1 ↑ 2.8 ↑ 2.1      
ODC Ornithine decarboxylase 1 ↑ 2.3 ↑ 1.8 ↑ 3.2 ↑ 1.6 ↓ 1.8    
p21WAF-1 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A ↑ 1.9 ↑ 3.6 ↑ 4.3 ↑ 2.1  ↑ 2.1 ↑ 1.5 ↑ 1.6 
PCNA Proliferating cell nuclear antigen ↑ 2.1 ↑ 4.4 ↑ 2.2  ↑ 1.6    
Facteur de croissance / cytokines          
CTGF Connective tissue growth factor ↑ 2.1 ↓ 2.3 ↑ 1.8 ↑ 2.7  ↑ 1.6   
Inflammation          
IL1-β Interleukin 1, beta ↑ 2.4  ↑ 1.8 ↑↑     
IL11 Interleukin 11 ↑ 1.8     ↑ 1.6 ↑ 1.6 ↑ 1.9 
Matrice extracellulaire / Structure          
FN1 Fibronectin 1 ↑ 1.9 ↓ 1.7 ↑ 2.0    ↑ 1.7 ↑ 2.1 
MMP3 Matrix metallopeptidase 3  ↑ 1.7  ↑ 4.5 ↑↑    
Osteo Osteonectin ↑ 2.4 ↓ 1.6     ↑ 1.7 ↑ 1.9 
TPA Plasminogen activator tissue ↑ 2.1 ↑ 2.2    ↑ 1.5   
Métabolisme          
CANX Calnexin ↑ 1.8 ↑ 1.7  ↑ 1.6     
Réponse au stress          
ANX1 Annexin A1 ↑ 1.8 ↑ 1.6 ↑ 2.7      
AOP2 Peroxiredoxin 6 ↑ 1.7 ↑ 1.6 ↑ 1.6 ↓ 2.3  ↑ 1.6   
APOJ Apolipoprotein J ↑ 2.0  ↓ 2.3    ↑ 1.9 ↑ 2.6 
GPX Glutathione peroxidase 1 ↑ 1.6 ↑ 2.0 ↑ 1.8   ↑ 1.5   
HMOX Heme oxygenase 1 ↑ 2.4 ↑ 1.6 ↑ 2.6  ↓↓  ↑ 1.8 ↑ 2.1 
HSP90-α Heat shock protein 90kDa alpha ↑ 2.3 ↑ 3.3 ↑ 2.1      
Synthèse / Réparation / Structure ADN          
GADD153 DNA damage inducible transcript 3   ↑ 2.4 ↓ 1.6 ↓ 4.7  ↑ 2.1 ↑ 1.9 
HB2/S Histone 1, H2bk ↑ 1.6 ↑ 4.2    ↑ 2.7 ↑ 1.6 ↑ 1.7 
Transduction du signal          
IGFBP3 
Insulin-like growth factor binding 
protein 3 ↑ 2.7 ↓ 2.2    ↑ 2.0 ↑ 2.6 ↑ 3.5 
IGFBP5 
Insulin-like growth factor binding 
protein 5 ↑ 1.8 ↓ 1.2  ↑ 1.6 ↑ 2.1 ↑ 2.6 ↑ 2.1 ↑ 2.4 
JNK2 Mitogen activated protein kinase 9 ↑ 1.8      ↑ 2.2 ↑ 2.7 
 
Figure 32 : Récapitulatif des gènes qui sont différentiellement exprimés au niveau du transcrit 
et qui présentent des augmentations comparables dans le même sens dans au moins 3 modèles 
parmi les dermes équivalents exposés aux UVB, les FDHs de peau en SIPS sous UVB (Debacq-
Chainiaux et al., 2005), sous PUVA (Psoralène +UVA) (Borlon et al., 2007), ou H2O2 (de 
Magalhaes et al., 2004), et les FDHs de poumons en SIPS sous H2O2 (Zdanov et al., 2006) t-
BHP ou éthanol (Pascal, 2006) comparés aux contrôles après 72 h de récupération (↑: 
abondance de transcrits augmentée, ↓: abondance de transcrits diminuée, l’absence de chiffre 
rend compte d’un résultat qualitatif non quantifiable suite à l’absence de transcrits dans l’une 
des conditions). Les gènes présentés en gras sont différentiellement exprimés dans le même sens 
dans au moins 4 modèles ou plus parmi les modèles mentionnés ci-dessus. 
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1992; Toussaint et al., 1995; von Zglinicki et al., 1995; Zdanov et al., 2006). Des marqueurs 
communs avec ceux de la sénescence réplicative sont observés 2 à 3 jours après les stress. Parmi 
ceux-ci, on peut citer un arrêt irréversible du cycle cellulaire en phase G1/S, la surexpression de 
p21WAF-1, l’apparition de l’activité SA ß-gal, la délétion commune dans l’ADN mitochondrial ou 
encore le changement d’abondance de nombreux transcrits dits « associés à la sénescence ». De 
plus, une morphologie étalée et irrégulière des FDHs sénescents se développe selon un 
programme impliquant une hypophosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb), 
l’augmentation des fibres de stress d’actine, la redistribution des protéines d’adhérence focale 
(paxilline et vinculine) et la synthèse protéique de novo (Chen et al., 2000c). 
Au laboratoire, une étude protéomique et plusieurs études transcriptomiques ont été 
réalisées afin d’identifier des marqueurs moléculaires impliqués dans l’apparition du phénotype 
de sénescence prématurée induite par un ou des stress sublétaux. 
Chez les FDHs WI-38 en sénescence prématurée induite par des stress répétés avec du t-BHP ou 
de l’éthanol, 12 protéines sont plus néosynthétisées que dans les FDHs jeunes (figure 30) 
(Dierick et al., 2002b). Seulement 5 de ces protéines sont communes aux deus types de stress. 
Une étude transcriptomique réalisée sur le même type cellulaire a montré une corrélation entre 
les variations d’abondance de transcrits observées par « differential display RT-PCR » et par 
micro-damiers à ADN ou par RT-PCR en temps réel (figure 31) (Pascal et al., 2005). Ces études 
permettent de penser que, bien que la sénescence réplicative et la sénescence prématurée induite 
par un (ou des) stress présentent des caractéristiques communes, ces deux phénotypes ne sont 
pas similaires. 
Parmi les différentes études transcriptomiques réalisées au laboratoire sur la sénescence 
prématurée induite par différents types de stress, 24 transcrits présentent des variations 
communes pour au moins 3 de ces différentes études (Par exemple, p21WAF-1, IL-11, fibronectine, 
MMP3 (métalloprotéinase 3), peroxyredoxine 6, IGFBP3 et IGFBP5 (« insulin-like growth 
factor-binding protein 3/5 ») (figure 32). 
D’autres types cellulaires peuvent présenter le phénotype de sénescence prématurée 
comme des cellules endothéliales ou des mélanocytes (Chen and Ames, 1994; Fenton et al., 
2001; Medrano et al., 1995). Ce modèle de SIPS (« stress induced premature senescence ») a pu 
également être utilisé pour tester les effets délétères à long terme d’un stress unique, de stress 
répétés, de molécules à des concentrations sublétales mais aussi pour tester l’effet protecteur 
d’autres molécules contre ces effets délétères (Pour revue : (Toussaint et al., 2000)). 
Ainsi, bien que la sénescence réplicative ait été le modèle utilisé pour l’étude du vieillissement, 
de nombreux débats ont eu lieu quant à savoir si cette sénescence réplicative a lieu in vivo durant 
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le processus de vieillissement. Etant donné que les oxydants jouent un rôle dans ce phénomène, 
il a été proposé que le modèle de sénescence prématurée induite par un stress oxydatif pourrait 
être plus représentatif et donnerait un avantage dans l’étude de l’expression des gènes et de leur 
régulation qui contrôle le processus de vieillissement ou des maladies associées (Chen et al., 
2001; Dumont et al., 2001) (Pour une revue : (Toussaint et al., 2002)). 
b. Traitement avec H2O2 de FDHs de poumons foetal de souche IMR-90  
Plusieurs études qui utilisent des FDHs exposés à une concentration sublétale de H2O2 en 
tant que modèle de sénescence prématurée ont déjà été publiées (Chen and Ames, 1994; Chen et 
al., 1998; Chen et al., 2000c; Chen et al., 2000d; Frippiat et al., 2000; Frippiat et al., 2001; 
Frippiat et al., 2002). En effet, H2O2 est largement utilisé pour induire la sénescence prématurée 
en un temps relativement court (Chen et al., 2007). 
Des FDHs normaux IMR-90 traités avec une concentration sublétale de H2O2 présentent une 
augmentation transitoire de l’abondance de p53, une abondance élevée de p21WAF-1, une 
diminution de phosphorylation de Rb et un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 (Chen et al., 
1998; Frippiat et al., 2000). Il a également été démontré que les FDHs IMR-90 traités avec H2O2 
à différentes concentrations sublétales présentent des cassures de l’ADN immédiatement après le 
traitement, une augmentation d’abondance de p53 acétylée à 4 h, et que l’arrêt du cycle cellulaire 
a déjà lieu 24 h après le traitement (Furukawa et al., 2007). Dans ces cellules, la présence de 
l’activité SA ß-gal est un marqueur spécifique de la sénescence prématurée et est corrélée à 
l’incapacité de ces cellules à synthétiser de l’ADN (Chen et al., 2000d). Des FDHs IMR-90 en 
apoptose présentent un arrêt du cycle cellulaire en phase S, une abondance beaucoup plus élevée 
de p53 mais pas d’induction de p21WAF-1 (Chen et al., 2000b). Contrairement aux FDHs placés 
sous hyperoxie, les FDHs IMR-90 stressés deux fois avec 75 µM de H2O2 deviennent 
prématurément sénescents sans montrer cependant de raccourcissement télomérique juste après 
les stress (Chen et al., 2001). Ceci n’est pas étonnant puisque, dans ces conditions, les cellules 
cessent de se diviser pendant le stress et entre les stress, contrairement aux cellules soumises à 
des stress chroniques modérés (ex : 40% O2). Si on expose des FDHs WI-38 à un seul stress avec 
H2O2 à concentration sublétale, environ 15 % des cellules récupèrent leur potentiel prolifératif à 
10-12 jours après ce stress. Ceci entraîne un racourcissement télomérique de 300 pb à 18 jours 
après ce stress (Dumont et al., 2001). Or, en condition de culture habituelle, les télomères des 
FDHs WI-38 raccourcissent d’environ 100 paires de bases par doublement de population. Donc, 
un raccourcissement de 300 paires de bases correspondrait à 3 doublements de population, ce qui 
s’explique lorsque 15 % des cellules d’une population cellulaire se divisent en moyenne 3 fois 
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avant de devenir confluentes. On sait par ailleurs qu’il faut jusqu’à 18 jours pour réparer les 
cassures simple brin au niveau de l’ADN générés par H2O2 à une concentration sublétale 
(Petersen et al., 1998). Une partie très limitée de ce raccourcissement a pu être expliquée par des 
dommages à l’ADN (von Zglinicki, 2002) ; le reste étant attribué au processus normal de 
duplication de l’ADN. Le raccourcissement télomérique limité semblerait plutôt être la 
conséquence et non la cause de la sénescence prématurée. De plus, il reste possible d’induire la 
sénescence prématurée de FDHs IMR-90 surexprimant la sous-unité catalytique de la télomérase 
et conservant de longs télomères (de Magalhaes et al., 2002; Lindvall et al., 2003; Zdanov et al., 
2006). 
IV.3. Sénescence induite prématurément par H2O2 et transduction du signal 
Dans ce chapitre, nous nous pencherons tout d’abord sur les acteurs impliqués dans les 
voies de signalisation qui sont générées lors de la sénescence prématurée, après quoi nous 
présenterons plus en détails le rôle que jouent ces acteurs lors de la sénescence prématurée. 
IV.3.A. Le TGF-ß1 
a. Description 
Le « Transforming-Growth Factor-ß1 » (TGF-ß1) est un membre d’une famille de plus de 
60 cytokines présentes chez les vertébrés et qui reprend notamment le TGF-ß2, le TGF-ß3, les 
activines, les BMPs (« Bone Morphogenetic Proteins ») (Pour une revue : (ten Dijke and Hill, 
2004)). Ces protéines jouent un rôle important dans le développement et l’homéostasie des tissus 
(Pour une revue : (ten Dijke and Hill, 2004)). Les trois isoformes du TGF-ß sont codées par trois 
gènes différents, possèdent un motif semblable et présentent une identité de 75 % (Pour une 
revue : (Schiller et al., 2004b)). Même si les trois isoformes présentent des propriétés similaires 
in vitro, elles ont des effets distincts in vivo (Annes et al., 2003). La perturbation de la 
signalisation activée par le TGF-ß1 est impliquée dans des maladies comme le cancer, la fibrose 
et les maladies auto-immunes (Pour une revue : (ten Dijke and Hill, 2004)). Par exemple, le 
TGF-ß1 est impliqué dans l’induction de fibroses pulmonaires en réponse à des dommages 
puisqu’il permet le processus de différenciation des cellules épithéliales en cellules 
mésenchymateuses comme des fibroblastes ou des myofibroblastes (Pour une revue : (Willis and 
Borok, 2007)). Le TGF-ß1 fut initialement découvert comme étant un facteur favorisant la 

























Figure 33 : Le « latent large complex» (LLC) du TGF-ß1. Le LLC comprend le TGF-ß1 
(en noir), le LAP (en rouge) et le LTBP. Le TGF-ß1 et le LAP sont séparés par protéolyse au 
niveau du site indiqué par une tête de flèche. Le TGF-ß1 reste ensuite lié de façon non-
covalente au LAP. Le LAP et LTBP sont associés par des ponts disulfure (en bleu clair). Le 
LLC est lié de façon covalente à la matrice extracellulaire à travers un pont isopeptide (en 
vert) entre le côté N-terminal de LTBP et les protéines de la matrice. Le domaine charnière de 
LTBP, indiqué par une flèche, est une région sensible à la protéolyse qui permet au LLC 
d’être libéré de la matrice extracellulaire (Annes et al., 2003). 
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b. Régulation du TGF-ß1 
Le TGF-ß1 est synthétisé sous forme de proprotéine hétérodimérique de 75 KDa. En effet, 
il est complexé de façon covalente avec le produit d’un second gène, le LAP (« latency-
associated protein ») (Annes et al., 2003) ; (Pour une revue : (Schiller et al., 2004b)). Le LAP est 
clivé du TGF-ß1 mature dans le trans-Golgi, mais y reste cependant lié par des liaisons non 
covalentes. Des ponts disulfures sont formés entre des résidus cystéine du LAP et des résidus 
cystéine du LTBP (« latent-TGF-ß1-binding protein »). Le LTBP est un membre de la famille 
des protéines LTBP/fibrilline. Ce « latent large complex» (LLC) est ensuite associé par lien 
covalent à la matrice extracellulaire (figure 33). Le LLC, qui est donc constitué de trois 
composants (le TGF-ß1, le LAP et le LTBP), représente un senseur qui répond aux perturbations 
extracellulaires et couple ces événements à l’activation du TGF-ß1 latent. Le TGF-ß1 est 
l’effecteur car il permet l’activation de voies de signalisation située en aval, le LTBP est le 
localiseur car il interagit avec la matrice extracellulaire et le LAP est le détecteur car tous les 
mécanismes d’activation doivent agir sur cette protéine. En effet, le LAP fonctionne en tant 
qu’inhibiteur, le TGF-ß1 qui fait partie du LLC ne peut donc pas interagir avec ses récepteurs. 
L’activité du TGF-ß1 est donc régulée par conversion de la forme latente en forme active. 
Certains tissus peuvent contenir des quantités significatives de TGF-ß1 latent et l’activation de 
seulement une petite fraction de cette forme peut générer des réponses cellulaires importantes 
(Pour une revue : (Annes et al., 2003)). 
c. Activation du TGF-ß1 
Différents mécanismes conduisent à l’activation du TGF-ß1 et à sa libération du complexe 
latent. Par exemple les plasmines, la thrombospondine 1 et l’intégrine αVß6 interagissent 
directement avec le LAP. Le choc thermique ou les pH extrêmes dénaturent le LAP mais pas le 
TGF-ß1 (Annes et al., 2003). Les MMP 2 et 9 localisées en surface cellulaire permettent 
également d’activer le TGF-ß1 par protéolyse partielle de la forme latente (Yu and Stamenkovic, 
2000). Il a également été démontré que les ROS permettent l’activation du TGF-ß1. Par 
exemple, le •OH peut mettre le LAP hors d’action par modification des acides aminés du LAP. 
Ce type de réponse permet de produire du TGF-ß1 durant des processus tel que l’inflammation et 
l’apoptose mais peut également endommager la matrice extracellulaire suite à la production de 





Figure 34 : Voies de signalisation du TGF-ß1 et des Smads. Le TGF-ß1 se lie à un 
homodimère de son récepteur de type II (TßRII) ou de type I (TßRI), ou a un hétérotétramère 
TßRII-TßRI. La liaison du ligand permet la stabilisation du complexe dans lequel le TßRII 
phosphoryle le TßRI. Après cette activation des récepteurs, les R-Smads (Smad2 et Smad3) 
sont recrutées au niveau de ce complexe. Elles peuvent être présentées au TßRI par des 
protéines de repliement telles que SRA (non représentée sur le schéma). Une interaction a 
alors lieu entre les boucles L45 du TßRI et L3 des Smads, qui sont ensuite phosphorylées. Ces 
Smads phosphorylées forment un complexe hétérotrimérique ou dimérique avec Smad4. Ce 
complexe de Smads est transloqué dans le noyau où il interagit avec l’ADN et des facteurs de 
transcription, ainsi que des co-activateurs et des corépresseurs (Feng et al., 2005). 
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d. Les récepteurs du TGF-ß1 
Le TGF-ß1 initie des voies de signalisation par liaison à ses récepteurs spécifiques situés 
en surface cellulaire (Pour une revue : (Souchelnytskyi, 2005)). Chez les mammifères, il existe 5 
récepteurs de type II et 7 récepteurs de type I. Les récepteurs de type I et II (TßR-I et TßR-II), 
également nommés « activin-receptor-like kinases » (ALKs) sont transmembranaires et 
contiennent des domaines sérine/thréonine kinase du côté cytoplasmique (Pour une revue : 
(Verrecchia and Mauviel, 2007)). Pour chaque membre de la famille du TGF-ß, il existe une 
combinaison caractéristique de TßR-I et TßR-II (Pour une revue : (Souchelnytskyi, 2005)). En 
absence de ligand, ces récepteurs se trouvent sous forme d’homodimères à la surface de la 
cellule. Le TGF-ß1 se lie à un homodimère de TßR-II et permet le recrutement d’un dimère de 
TßR-I pour former un complexe hétérotétramérique (Pour une revue : (Souchelnytskyi, 2005)). 
Les kinases des 2 types de récepteurs sont activées et permettent l’activation de différentes voies 
de signalisation situées en aval (Pour une revue : (Souchelnytskyi, 2005)). 
e. Le TGF-ß1 et ses voies de signalisation 
Le TGF-ß1 est l’isoforme la plus abondante parmi les membres de la famille de cette 
cytokine (Pour une revue : (Isufi et al., 2007)). Le TGF-ß1 active de nombreuses réponses 
cellulaires aussi diverses que la prolifération, la différenciation, la migration et l’apoptose (Pour 
une revue : (ten Dijke and Hill, 2004)). Une fois activé, il permet l’activation de différentes voies 
de signalisation comme celles des Smads ou des PI3K (« phosphatidylinositol 3-kinase »), des 
Rho GTPases ou des MAPK. Les MAPK comprennent les ERK (« extracellular signal-regulated 
kinase »), JNK (« c-Jun N-terminal kinase ») et p38MAPK (Pour une revue : (Souchelnytskyi, 
2005)). Cette dernière protéine sera décrite plus bas dans le texte (point IV.3.B, page 34). 
• Les Smads 
Il existe trois classes de protéines Smads. 1.- Les R-Smads (« receptor-activated ») 
comprennent les Smad2 et Smad3 et sont phosphorylées par le TßRI (figure 34). 2.- Suite à cette 
modification, les R-Smads interagissent avec un second groupe, les Co-Smads (« common 
partner »), pour former des complexes hétérodimériques qui pénètrent dans le noyau. La Co-
Smad la plus commune est Smad4. Dans le noyau, les Smads activent ou répriment la 
transcription par leur capacité intrinsèque à lier l’ADN (au niveau du domaine SBE (« Smad3/4-
binding element ») constitué de 4 paires de base : 5’-AGAC-3’) ainsi que par interaction avec 






Figure 35 : Voies de signalisation des MAPK. 
A : Après stimulation, l’activation des ERKs, JNK et p38MAPK par phosphorylation est 
dépendante de l’activité des protéines kinase kinases situées en amont. Les trois principales 
kinases dans la cascade des MAPK sont les MAPKKK (MAPK kinase kinases), les MAPKK 
(MAPK kinases) et les MAPK. Au total, 12 isoformes de MAPK sont connues. Toutes les 
MAPK possèdent une séquence d’acides aminés commune thréonine-Xxx-tyrosine pour 
laquelle le X diffère en fonction des isoformes des MAPK. Ce motif phosphorylable est situé 
dans une boucle d’activation proche des sites de liaison des substrats et de l’ATP. La 
phosphorylation a lieu en premier lieu au niveau de la tyrosine puis de la thréonine. La 
MAPKK se dissocie de la MAPK entre chaque étape. Les MAPKs peuvent phosphoryler et 
activer une large variété de substrats, comme des facteurs de transcription et d’autres kinases 
à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau. Ce processus a lieu en plusieurs étapes. La 
protéine substrat lie par exemple p38MAPK au niveau de la « poche à substrat », l’ATP est 
ensuite lié au niveau de la « poche à ATP ». Le substrat et l’ATP interagissent l’un avec 
l’autre afin d’assurer une liaison ferme. Cela conduit à une augmentation ou une diminution 
de l’expression de certains gènes cibles et donc à une réponse biologique adaptée (Roberts et 
al., 2007). 
B : Différents signaux extracellulaires peuvent engendrer des réponses tissu-spécifiques ou 
stimulus-spécifiques par activation de une ou plusieurs voies de MAPK. De plus, les 





aussi peut être activée par le TGF-ß1, ou avec des coactivateurs comme p300 et CBP (Creb-
binding protein) (Cordenonsi et al., 2003); (Pour une revue : (Feng and Derynck, 2005)). 3.- Le 
troisième groupe des Smads est composé des Smad6 et Smad7, qui forment un complexe stable 
avec le récepteur TßRI et empêche la phosphorylation des R-Smads. De plus, ces Smads 
recrutent les ubiquitine-ligases afin d’induire la dégradation du TßRI. Les Smad6 et Smad7 
peuvent également recruter la protéine phosphatase 1 (PP1) au niveau du complexe des 
récepteurs, ce qui permet la déphosphorylation et donc l’inactivation des récepteurs via la sous-
unité catalytique de PP1 : GADD45 (Pour une revue : (Feng and Derynck, 2005)). Smad7, qui 
est activée par liaison directe de Smad3 et Smad4 sur son promoteur, permet une rétro-régulation 
négative de la voie du TGF-ß1 (Pour une revue : (Isufi et al., 2007; Verrecchia and Mauviel, 
2007)). 
En plus d’être activée par le TßRI, les Smads peuvent être phosphorylées par des kinases 
cytoplasmiques comme les ERK, les JNK, CDK2 et CDK4 ou les PKC. En fonction du type 
cellulaire et du contexte physiologique, ces autres kinases impliquées dans d’autres voies de 
signalisation induisent des effets différents en ciblant les divers sites phosphorylables des Smads. 
La combinaison de ces évènements de phosphorylation contribuent à la réponse finale de 
l’expression de gènes en réponse aux Smads (Pour une revue : (Feng and Derynck, 2005)). 
• Les ERK, les JNK et les PI3K 
Les ERK et JNK font partie de la famille des MAPK avec les BMK1 (« ERK5/big MAP 
kinase 1 ») et p38MAPK (figure 35) (Pour une reuvue : (Raman et al., 2007; Roberts and Der, 
2007)). Ces protéines induisent un réseau complexe de signaux qui, après diverses stimulations, 
conduisent à une variété de réponses cellulaires. Alors que les ERK représentent des composants 
centraux des voies de signalisation induites après stimulation avec des facteurs de prolifération, 
les JNK sont activées en réponse à de nombreux stress comme les stress oxydatifs ou une forte 
osmolarité (Pour une revue : (Raman et al., 2007)). Les BMK1 (ERK5) induisent l’expression de 
gènes de réponse précoce au sérum (« early response genes »). p38MAPK régule la réponse 
cellulaire face à des stress tel que les UV ou les stress oxydatifs (Pour une revue : (Ono and Han, 
2000; Raman et al., 2007)). 
Les mécanismes d’activation des ERK et des JNK par le TGF-ß1 sont peu caractérisés. 
L’activation rapide de Ras par le TGF-ß1 dans des cellules épithéliales pourrait expliquer que 
celui-ci permet l’activation des ERK. Les JNK sont activées par de nombreuses MAPKKK 
(« MAPK Kinase Kinases ») en réponse à de nombreux stimuli. Le TGF-ß1 peut activer la 
 
 
Figure 36 : Cycle des RhoGTPases. Les RhoGTPases réalisent un cycle en passant de la 
conformation active (liée au GTP) à la forme inactive (liée au GDP). Lorsqu’elles sont 
actives, elles reconnaissent leurs cibles protéiques (effectors) afin d’activer des voies de 
signalisation. Ce cycle est régulée par trois types de protéines. Les protéines GEF catalysent 
l’échange du GDP en GTP ; les GAP stimulent l’hydrolyse du GTP en GDP ; les GDI 
entraînent la relocalisation des RhoGTPases dans le cytoplasme. Toutes les RhoGTPases sont 
prénylées du côté C-terminal (Etienne-Manneville et Hall, 2002). 
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TAK1 (« TGF-ß-activated kinase »), un membre de la famille des MAPKKK. De plus, MEKK1 
permet l’activation de MAPKKK situées en aval du TGF-ß1. Ensemble, MEKK1 et TAK1 
pourraient activer les JNK à travers MKK4 (Raman et al., 2007). L’activation des ERK et des 
JNK par le TGF-ß1 peut résulter en la phosphorylation des Smads. De plus, l’activation de la 
voie Ras/ERK peut induire la surexpression du TGF-ß1 et donc amplifier la réponse de celui-ci 
ainsi qu’induire des réponses secondaires dépendantes de cette cytokine. L’activation des MAPK 
par le TGF-ß1 peut aussi affecter les réponses de transcription via la régulation de facteurs de 
transcription qui interagissent avec les Smads, par exemple le substrat de JNK : c-Jun. Ceci 
permet la convergence des voies des Smads et des voies des MAPK (pour une revue : (Derynck 
and Zhang, 2003)). 
Le TGF-ß1 peut également activer Akt par phosphorylation afin d’induire la transformation de 
cellules épithéliales ou la migration de cellules endothéliales (Bakin et al., 2000; Vinals and 
Pouyssegur, 2001). Cette activation de Akt par le TGF-ß1 peut se faire via l’intermédiaire de 
RhoA (Bakin et al., 2000) ou peut résulter de l’induction de l’expression du TGF-α par le TGF-
ß1 et en conséquence l’activation des récepteurs à l’EGF (« epidermal growth factor ») (Vinals 
and Pouyssegur, 2001). 
• Les Rho GTPases 
Les GTPases contrôlent de nombreux processus cellulaires. Ces protéines passent par deux 
états de conformation différents : soit ces GTPases sont liées à un GTP (« guanosine 
triphosphate ») et sont dans un état actif ; soit elles sont liées à un GDP (« guanosine 
diphosphate ») et sont inactives (figure 36). Les protéines GTPases ont la capacité d’hydrolyser 
le GTP en GDP. Lorsque les GTPases sont liées au GTP, elles reconnaissent des protéines cibles 
afin de générer une réponse jusqu’à ce que l’hydrolyse du GTP conduise la GTPase en 
conformation inactive. Plusieurs centaines de familles et superfamilles de GTPases sont connues 
chez les cellules de mammifères, comme par exemple la superfamille de Ras. Dans cette 
superfamille, on compte plus de 100 petites GTPases monomériques qui sont répertoriées selon 5 
groupes majeurs : Ras, Rho, Rab, Arf et Ran. Le groupe des Rho GTPases est régulé par 
différents types de protéines. Les GEF (« guanine nucleotide exchange factor ») favorisent 
l’échange d’un GDP avec un GTP. Les GAP (« GTPase activating protein ») activent 
l’hydrolyse du GTP en GDP. Les GDI (« guanine dissociation inhibitor ») bloquent l’échange 
GDP/GTP. Les trois RhoGTPases les mieux caractérisées sont les protéines RhoA, Rac1 et 
Cdc42. Plus de 60 cibles protéiques ont été identifiées expérimentalement pour RhoA, Rac1 et 
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Cdc42. Ce nombre élevé de protéines cibles reflète la complexité des voies régulées par les Rho 
GTPases ainsi que l’importance de RhoA, Rac1 et Cdc42 chez les cellules eucaryotes. 
L’activation constitutive de RhoA et Rac1 par mutation permet respectivement l’assemblage de 
filaments contractiles d’actine et de myosine (fibres de stress) et des protrusions riches en actine 
en surface cellulaire (lamellipodes). Cdc42, quant à elle, permet la formation d’extensions 
membranaires en forme de doigt et riches en actine (filipodes). La conclusion que RhoA, Rac1 et 
Cdc42 induisent 3 voies de signalisation différentes afin de faire le lien entre les récepteurs 
membranaires et l’assemblage de structures d’actine filamenteuses distinctes a ensuite été 
confirmée chez une variété de types cellulaires humains ainsi que chez la levure, C. elegans et la 
drosophile. 
Contrairement à cela, peu d’études fonctionnelles ont été réalisées sur les autres membres de la 
famille des RhoGTPases. 
En plus de la stabilisation du cytosquelette d’actine, RhoA, Rac1 et Cdc42 sont impliquées dans 
d’autres voies de signalisation permettant la polarité cellulaire, la transcription de gènes, la 
progression du cycle cellulaire en phase G1, des voies de transport vésiculaires et l’activation 
d’une variété d’enzymes comme la NADPH oxydase des phagocytes. Cette liste d’activités est 
longue et reflète le grand nombre de cibles régulées par les RhoGTPases (Pour une revue : 
(Etienne-Manneville and Hall, 2002)). 
En fonction du type cellulaire, le TGF-ß1 peut rapidement activer des Rho GTPases comme 
RhoA, Rac1 et Cdc42. L’activation des petites GTPases par le TGF-ß1 peut jouer un rôle dans la 
réponse d’expression de gènes (Atfi et al., 1997). Ces protéines entraînent les changements de 
l’organisation du cytosquelette dépendants TGF-ß1 et la transdifférenciation de cellules 
épithéliales en cellules mésenchymateuses (Pour une revue : (Derynck and Zhang, 2003)). 
IV.3.B. p38MAPK 
a. Description 
Par son implication dans la réponse cellulaire face aux stress oxydatifs, p38MAPK est 
impliquée dans l’inflammation, la prolifération, la différenciation et le cycle cellulaire (New and 
Han, 1998) ; (Pour une revue : (Herlaar and Brown, 1999; Ono and Han, 2000)). Cinq isoformes 
de p38MAPK ont été identifiées et peuvent être classées selon 2 groupes : p38α/ß/ß2 et p38γ/δ 
(Kumar et al., 1997; Lee et al., 1994; Wang et al., 1997). Les isoformes α et ß sont exprimées de 
façon ubiquitaire alors que l’isoforme γ est synthétisée dans les muscles squelettiques et 
l’isoforme δ est exprimée dans le poumon, le rein, le testicule, le pancréas et le petit intestin. Ces 
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isoformes de p38MAPK présentent 60 % d’identité entre elles et seulement 40 à 45 % d’identité par 
rapport aux autres MAPK. 
b. Activation et régulation 
L’activation de p38MAPK a été observée dans différents types cellulaires suite à la 
stimulation avec des facteurs de prolifération (FGF (« fibroblast growth factor »), IL-3 
(« interleukin-3 »), IL-2, IGF (« insulin-like growth factor »), VEGF (« vascular endothelial 
growth factor »), PDGF), suite à une stimulation par le TGF-ß1, ou en réponse à l’étirement des 
cellules, etc. (Pour une revue : (Ono and Han, 2000)). Une étude a montré que la stimulation de 
cellules épithéliales avec du TGF-ß1 active la voie TAK1/MKK6/p38MAPK, ce qui permet la 
phosphorylation de ATF2 (activating transcription factor2). En parralèle, la voie des Smads est 
activée, ce qui conduit à l’accumulation nucléaire de Smad4. ATF2 phosphorylé et Smad4 
s’associent, et ce complexe active la transcription des gènes dépendants du TGF-ß1. Il semble 
que ATF2 peut stabiliser le complexe Smad-ADN d’une manière ligand-dépendante (Hanafusa 
et al., 1999). p38MAPK est également activée suite à un traitement de cellules lymphoïdes ou de 
FDHs avec une faible concentration de H2O2 (de 20 à 450 µM) permettant un arrêt de 
prolifération sans induire l’apoptose (Iwasa et al., 2003; Kurata, 2000). En fait, il semble que 
p38MAPK joue un rôle dans la sénescence induite par un stress oxydatif, mais également lors de la 
sénescence induite par un raccourcissement des télomères (sénescence réplicative) ou suite à 
l’expression de Ras oncogénique. En effet, l’utilisation d’un inhibiteur chimique de p38MAPK 
(SB203580) réduit l’augmentation de la proportion de cellules présentant une activité SA ß-gal 
et réduit la diminution de potentiel prolifératif observé chez des FDHs sénescents. Les auteurs 
proposent donc que p38MAPK représente un composant important des voies de signalisation 
permettant l’établissement de la sénescence de FDHs dépendante ou indépendante du 
raccourcissement des télomères (Iwasa et al., 2003). Néanmoins, l’expression et l’activation des 
différentes isoformes de la famille p38MAPK sont régulées différemment dans les différents types 
cellulaires et tissus (Ono and Han, 2000). Il reste donc a déterminer l’implication de chacune de 
ces isoformes dans le processus de la sénescence. 
Notons également que les isoformes α et ß de p38MAPK sont inhibées par des MAP kinase 
phosphatases comme MKP1, MKP4 et MPK5 qui induisent la déphosphorylation de p38MAPK 





• Les MAPKK 
Malgré le double site de phosphorylation conservé (Thr 180/Tyr 182) entre les différentes 
isoformes de p38MAPK, leur activation est sélective. p38αMAPK peut être activée par MKK3, 
MKK4, MKK6 alors que les isoformes ß et γ peuvent être activées par MKK6 tandis que 
l’isoforme δ peut être activée par MKK3, MKK4, MKK6, MKK7 et les JNK. D’autres MAPKK 
comme TAK1, MLK2 et MLK3 induisent également l’activation de p38MAPK (Pour une revue : 
(Ono and Han, 2000)). 
• Ras et les RhoGTPases 
Ras peut participer à l’activation de p38MAPK dans différents modèles cellulaires (Deng et 
al., 2004; McDermott and O'Neill, 2002). Il a notamment été montré que les voies de 
signalisation de Ras permettent d’induire la sénescence prématurée de fibroblastes par activation 
essentielle de p38MAPK via MKK3 /MKK6 (Deng et al., 2004; Serrano et al., 1997; Wang et al., 
2002). 
De plus, les protéines Rac1 et Cdc42 de la famille des Rho GTPases sont des régulateurs 
potentiels de p38MAPK (Bagrodia et al., 1995; Seo et al., 2004; Zhang et al., 1995). Par exemple, 
après exposition de cellules rénales et de kératinocytes aux UVC, p38MAPK est activée par deux 
voies différentes. La première est dépendante de Rac1 et permet la phosphorylation immédiate et 
transitoire de p38MAPK. La seconde est retardée, maintenue et est dépendante d’une voie 
impliquant le récepteur à l’EGF, Ras, ß-Pix, Cdc42 et MKK3/6 (Seo et al., 2004). D’autres 
études suggèrent que Rac1 et Cdc42 induisent une cascade de kinases initiée au niveau de la 
protéine PAK1, PAK2 ou PAK3 (« p21-activated protein kinase1 ») afin d’activer p38MAPK 
(Bagrodia et al., 1995; Zhang et al., 1995). Contrairement à cela, une étude réalisée sur des 
FDHs de peau démontre que le silençage de Cdc42 par l’utilisation de siRNA permet une 
augmentation de la phosphorylation de p38MAPK (Deroanne et al., 2005). 
Puisque les protéines MLK1, MLK2 et MLK3 contiennent également un domaine CRIB 
(« Cdc42/Rac1 interactive binding »), ces protéines pourraient jouer le rôle de protéines 
intermédiaires entre Rac1/Cdc42 et p38MAPK (Nagata et al., 1998; Tibbles et al., 1996). Il est 
également à noter que, suite à une stimulation de fibroblastes embryonnaires avec du TNF-α, les 
protéines Cdc42 et p38MAPK sont activées séquentiellement de manière à induire un effet 
antagoniste sur la formation de filipodes (Gadea et al., 2004). En effet, Cdc42 est activée dans 
les temps courts qui suivent le traitement des cellules avec du TNFα, ce qui engendre la 
formation de filipodes par ces cellules. À plus long terme après cette stimuation avec du TNFα, 
  
 
Figure 37 : Liste de facteurs de transcription régulés par les différentes MAPK 
(Turjanski et al., 2007). 
Gene  Name     Genbank accession number  24 h after stress   72 h after stress 
            H2O2  +SB203580 H2O2  +SB203580 
(A) Genes overexpressed (CTL ± SB203580 = 1.00) 
Apoptosis/inflammation 
BCLX  B-cell lymphoma 2    NM_000633        1.47 ± 0.28  1.08 ± 0.22 
IL11  Interleukin 11    NM_000641        1.58 ± 0.23  0.44 ± 0.15  
DNA synthesis/cell cycle regulation 
H2B/S  Histone 2b member B/S consensus   NM_080593        2.66 ± 0.24  1.72 ± 0.25  
ID2  Inhibitor of DNA binding 2   M97796     1.77 ± 0.14  0.76 ± 0.14  
Defense system/stress response 
AOP2  Anti-oxidant-protein2    NM_004905        1.55 ± 0.14  0.72 ± 0.11 
GPX  Glutathione peroxidase    M21304         1.49 ± 0.22  1.19 ± 0.23 
HSP90-alpha Heat shock 90 kD alpha    X15183     1.82 ± 0.29  0.98 ± 0.34  
Growth factors 
CTGF  Connective tissue growth factor   U14750         1.57 ± 0.21  0.54 ± 0.14 
HBEGF  Heparin binding epidermal growth factor  M60278     1.54 ± 0.06  1.05 ± 0.08  
IGFBP2  Insulin growth factor binding protein 2  M35410         2.44 ± 0.57  1.49 ± 0.32 
IGFBP3  Insulin growth factor binding protein 3  X64875         1.97 ± 0.51  0.88 ± 0.09 
IGFBP5  Insulin growth factor binding protein 5  M65062         2.55 ± 1.46  1.29 ± 0.27 
Morphology/cellular adhesion 
SM22  Transgelin     M95787         2.01 ± 0.37  1.10 ± 0.05 
TPA  Tissue plasminogen activator   NM_000930        1.45 ± 0.32  0.95 ± 0.13 
Protein degradation 
MMP2  Matrix metalloproteinase 2   NM_004530        1.84 ± 0.32  1.43 ± 0.38 
MMP14  Matrix metalloproteinase 14   NM_004995        1.81 ± 0.33  0.86 ± 0.20 
PLAU  Urokinase     NM_002658    1.75 ± 0.32  0.70 ± 0.17  
 (B) Genes repressed (CTL ± SB203580 = 1.001) 
Apoptosis/inflammation 
CASP8  Caspase 8     X98172         0.41 ± 0.02  0.81 ± 0.07 
COX1  Prostaglandin endoperoxidase synthase 1  NM_000962    0.45 ± 0.02  0.93 ± 0.19  
DNA synthesis/cell cycle regulation 
E2F1  E2F transcription factor 1   NM_005225    0.22 ± 0.00  0.35 ± 0.02  
H4FM  Histone 4 member M consensus   NM_003495        0.27 ± 0.01  0.62 ± 0.06 
TK1  Thymidine kinase    NM_003258    0.18 ± 0.00  0.37 ± 0.02  
TYMS  Thymidylate-synthetase    NM_001071        0.50 ± 0.02  0.32 ± 0.01 
Defense system/stress response 
ADPRT  Polysynthetase    J03473     0.36 ± 0.02  0.66 ± 0.13  
RRAS  R-ras     NM_006270    0.56 ± 0.03  0.85 ± 0.12  
Growth factors 
CTGF  Connective tissue growth factor   U14750     0.53 ± 0.02  0.87 ± 0.21  
IGFBP5  Insulin growth factor binding protein 5  M65062     0.43 ± 0.04  0.93 ± 0.05  
Morphology/cellular adhesion 
FN1  Fibronectin     X02761     0.36 ± 0.01  0.50 ± 0.02  
Oste  Osteonectin     NM_003118    0.59 ± 0.08  0.93 ± 0.08  
SM22  Transgelin     M95787     0.38 ± 0.03  0.92 ±  0.26  
THBS1  Thrombospondin    X14787     0.24 ± 0.00  0.34 ± 0.00  
TPA  Plasminogen activator tissue   NM_000930    0.48 ± 0.03  0.84 ± 0.20  
Protein degradation 
MP1  Metalloprotease 1    AF061243     0.64 ± 0.08  0.95 ± 0.15  
TIMP1  Tissue inhibitor of metalloproteinase 1  NM_003254    0.65 ± 0.03  0.90 ± 0.15  
TIMP2  Tissue inhibitor of metalloproteinase 2  NM_003255    0.52 ± 0.02  0.98 ± 0.23 
 
Figure 38 : Liste des transcrits présentant une augmentation (A) ou une diminution (B) d’abondance à 24 ou 72 h après traitement des 
FDHs IMR-90 hTERT avec H2O2 (200?M) +/- un inhibiteur de p38MAPK SB203580 (20 ?M). Une partie de ces résultats a été vérifiée en 
remplaçant l’inhibiteur chimique par un siRNA de p38MAPK (d’après Zdanov et al., 2006). 
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p38MAPK est activée à son tour, permet la stabilisation de p53 par phosphorylation et son activité 
transactivatrice, conduisant à l’inhibition de la formation de filipodes. Ceci entraîne donc un 
blocage de la migration des cellules suite à la stimulation avec du TNF-α (Gadea et al., 2004). 
c. Substrats 
Parmi les substrats de p38MAPK, on retrouve essentiellement des protéines kinases et des 
facteurs de transcription (Pour une revue : (Ono and Han, 2000; Turjanski et al., 2007)). 
• Protéines kinases 
MAPKAP2 et MAPKAP3 activées par p38MAPK peuvent à leur tour phosphoryler divers 
substrats comme HSP27, ATF1, ATF2, SRF (Heidenreich et al., 1999; Ouwens et al., 2002; 
Stokoe et al., 1992; Tan et al., 1996). MNK1 (« MAPK interaction protein kinase »), PRAK 
(« p38 regulated/activated kinase ») et MSK (« Mitogen- and stress-activated kinase ») sont 
d’autres kinases substrats de p38MAPK qui peuvent phophoryler respectivement eIF-4E, HSP27 et 
CREB (Pour une revue : (Ono and Han, 2000)). De plus, les voies de signalisation dépendantes 
de p38MAPK permettraient une boucle de régulation négative de Ras, et donc des signaux de 
prolifération,  après avoir été activés par cette protéine (Chen et al., 2000a). 
• Facteurs de transcription 
ATF2, ATF1, SRF, p53 font partie des facteurs de transcription activés par 
phosphorylation via p38MAPK (figure 37) (Pour une revue : (Ono and Han, 2000)). Par exemple, 
p53 est phosphorylée par p38MAPK après exposition de cellules épidermiques ou de cellules de 
carcinomes de poumons humains aux UVC (Bulavin et al., 1999; Huang et al., 1999). Une 
centaine de gènes sont connus pour être régulé via les signaux transduits par p38MAPK. 
Récemment, une étude réalisée sur des FDHs IMR-90 exprimant la sous-unité catalytique de la 
télomérase (hTERT) a montré l’implication de p38MAPK dans l’induction ou la répression de 
l’expression de gènes après un traitement avec une concentration sublétale de H2O2 induisant la 
SIPS (figure 38) (Zdanov et al., 2006). Un damier à ADN à basse densité a été généré pour 
étudier l’abondance relative de 240 gènes associés à la sénescence. Ces résultats ont été 
comparés avec ceux obtenus avec des FDHs IMR-90 hTERT placés en présence d’un inhibiteur 
de p38MAPK (SB203580) ou lorsque p38αMAPK est silencée par utilisation de siRNA. Cette étude a 
donc permis de déterminer des changements d’abondance de transcrits qui sont régulés par 
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p38αMAPK lors de l’établissement de la sénescence prématurée de FDHs IMR-90 hTERT induite 
par H2O2. 
IV.3.C. Induction du TGF-ß1 et activation de p38MAPK lors de la sénescence prématurée de FDHs 
IMR-90 induite par H2O2  
En 1995, il a été démontré que la stimulation de FDHs IMR-90 avec du TGF-ß1 entraîne la 
génération de H2O2 extracellulaire par activation d’une NADH oxydase (qui ne présente pas 
d’activité NADPH oxydase) située en surface cellulaire. Cette production de H2O2 est 
dépendante de la traduction de nouvelles protéines (comme des protéines tyrosine kinases) et est 
maintenue durant plusieurs heures après la stimulation avec le TGF-ß1 (Thannickal and Fanburg, 
1995). Cette capacité de générer H2O2 est donc différente de celle qui est observée après une 
stimulation avec du PDGF ou du FGF, lesquels induisent une production intracellulaire de H2O2 
de façon rapide et courte (Thannickal et al., 1998). La production de H2O2 intracellulaire générée 
par stimulation cellulaire avec ces facteurs de croissance semble être dépendante d’une NADPH 
oxydase, ce qui entraîne la propagation de signaux mitogéniques intracellulaires. 
Chez les FDHs IMR-90, p38MAPK est phosphorylée après au plus tard 15 minutes de traitement 
avec H2O2 à une concentration sublétale. L’activation de p38MAPK permet l’induction du TGF-ß1 
via activation du facteur de transcription ATF2. Le TGF-ß1 est sécrété à 36 h après le traitement 
avec H2O2. Du TGF-ß1 latent et actif a été observé en surface de FDHs en sénescence 
prématurée induite par les UVB (Debacq-Chainiaux et al., 2005) et par le t-BHP (Pascal, 2006). 
L’activation de son récepteur de type II permet de maintenir les phosphorylations de p38MAPK et 
de ATF2. Une boucle de rétroaction positive s’établit donc entre la surexpression du TGF-ß1 et 
l’activation de p38MAPK. De plus, ATF2 phosphorylé interagit avec Rb, qui devient alors 
hypophosphorylée (Frippiat et al., 2002). Cette hypophosphorylation est médiée en partie par 
une diminution de l’activité kinase de CDK2 (Frippiat et al., 2003). Ces mécanismes permettent 
alors l’apparition de la morphologie sénescente, de la SA-ß gal et l’abondance plus élevée des 
ARNm de la fibronectine, l’ostéonectine, l’apolipoprotéine J et SM22 à 3 jours après le 
traitement (Dumont et al., 2000b; Frippiat et al., 2002). Une étude protéomique réalisée sur ce 
même type cellulaire montre que les trois isoformes du TGF-ß (1, 2 et 3) ainsi que les récepteurs 
de type I et II sont plus abondants chez les cellules en sénescence réplicative comparées aux 
cellules jeunes. La voie du TGF-ß1 et la voie des Smads induisent l’induction du CTGF 
(« connective tissue growth factor »), une protéine marqueur de la sénescence réplicative chez 
les fibroblastes (Kim et al., 2004). 
 
 
Figure 39 : Stucture des cavéoles. 
Les cavéoles sont des puits discrets de forme circulaire ou en forme de flacon. 
A et B : Micrographies d’observations électroniques des cavéoles présentes chez des 





Figure 40 : Modèle représentant le rôle des cavéoles et des « lipids-rafts » non-
cavéolaires dans le processus d’endocytose. Les petits « lipids-rafts » (A) peuvent fusionner 
pour former des structures endocytaires plus larges (B). La cavéoline réduit la capacité 
endocytaire de ces structures (C) et lie le cytosquelette d’actine par l’intermédiaire de la 
filamine, ce qui rend les cavéoles relativement immobiles (D). Toutefois, les cavéoles peuvent 
être internalisées (E). La fission et fusion membranaires peuvent avoir lieu (F). Dans certaines 
circonstances particulières, l’internalisation des cavéoles peut également avoir lieu (G). Ce 
processus implique une importante réorganisation du cytosquelette d’actine et conduit à un 








De plus, p38MAPK est impliquée dans l’arrêt du cycle cellulaire observé chez les FDHs IMR-90 en 
sénescence prématurée, indépendamment du TGF-ß1, dans les premières heures qui suivent le 
traitement H2O2. En effet, lorsque les FDHs IMR-90 sont placés en présence d’anticorps 
neutralisant le TGF-ß1, le blocage du cycle cellulaire est toujours observé après traitement avec 
H2O2.  
Lors de ce traitement neutralisant le TGF-ß1, l’induction des 4 gènes marqueurs cités plus haut 
n’est pas totalement bloquée (Frippiat et al., 2002). Ceci laisse donc penser que le TGF-β1 n’est 
pas le seul effecteur intervenant dans l’apparition de la SIPS. 
Peu de données sont donc actuellement disponibles en ce qui concerne les voies de 
transduction situées en aval de p38MAPK suite au traitement des FDHs avec H2O2 à concentration 
sublétale. Une étude a démontré en 2001 que la cavéoline 1 est phosphorylée sur la tyrosine 14 
chez des fibroblastes murins NIH3T3 exposés à différents types de stress comme une osmolarité 
élevée, la présence de H2O2 ou une exposition aux UV. Cette phosphorylation est dépendante de 
p38MAPK (Volonte et al., 2001). 
IV.3.D. La cavéoline 
a. Les cavéoles 
Les cavéoles sont des puits de 60 à 80 nm de diamètre et sont formées par des 
invaginations de la membrane plasmique (figure 39). Elles se présentent avec la forme 
caractéristique d’un flacon sans manteau. Cela les différencie donc des puits couverts de 
clathrine (Pour une revue : (Parton and Simons, 2007)). Ces structures sont très abondantes dans 
certains types cellulaires comme les fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les cellules 
endothéliales et les adipocytes. Les cavéoles sont impliquées dans l’endocytose, la transcytose, 
les voies de signalisation du calcium et dans de nombreux évènements de signalisation (figure 
40) (Pour une revue : (Williams and Lisanti, 2004) ; (Parton and Simons, 2007)). 
Les cavéoles forment une unité stable, fonctionnelle et spécialisée et sont générées et stabilisées 
par oligomérisation de la cavéoline, de protéines associées et de lipides. Il a été démontré que 
144 molécules de cavéoline sont présentes au sein d’une cavéole alors que les molécules de 
cholestérol sont estimées être 100 fois plus nombreuses (Park et al., 2000) ; (Pour une revue : 
(Parton and Simons, 2007)). Quelques molécules de glycosphingolipide et sphingomyéline sont 
présentes dans les cavéoles de la membrane plasmique (Park et al., 2000). Ainsi, la densité 
lipidique est plus importante dans les cavéoles que dans la fraction de membrane plasmique pour 




Figure 41 : Schéma reprenant la structure des 3 isoformes de la cavéoline et leur 
insertion en membrane plasmique. 
A : La cavéoline 1 (Cav1) (178 acides aminés) est phosphorylée sur la tyrosine 14 par la 
kinase Src et est palmitoylée sur les cystéines 133, 143 et 156. Cette dernière modification 
stabilise la Cav1 sous forme d’épingle à cheveux au sein de la membrane plasmique. 
B : La cavéoline 2 (Cav2) (162 acides aminés) est phosphorylée sur la tyrosine 19 par la 
kinase Src et sur les sérines 23 et 36 par la caséine kinase II. 
C : La cavéoline 3 (Cav3) (151 acides aminés). 
Le « scaffolding domain » (CSD) est impliqué dans la liaison et l’inhibition des GPCRs (« G-
protein-coupled receptors »), des protéines G, d’enzymes effectrices, de récepteurs à activité 
tyrosine kinase et de tyrosine kinase non récepteur. Le domaine d’oligomérisation (OD) est 
impliqué dans la formation d’omo- et d’hétéro-oligomères entre les isoformes de la cavéoline 
(Head et al., 2007). 











Figure 42 : Schéma des différents domaines de Cav1. 
A : Les numéros d’acides aminés sont notés en bleu au dessus de la ligne. Les sites de 
palmitoylation sont notés en vert, les sites de phosphorylation sont notés en rouge et les 
codons start pour les isoformes α et ß sont notés en noir. Les substitutions d’acides aminés 
dans la séquence de Cav1 associées à des maladies sont notées en bleu (cancer du cerveau : 
« BC ») (d’après Parton et al., 2006). 
B : Modèle topologique de Cav1 prédit à partir de sa séquence primaire (d’après Parton et al., 
2006). 
C. Les domaines N-terminal et C-terminal de la cavéoline font face au cytoplasme et un 
domaine intramembranaire en forme d’épingle à cheveux est inséré dans la bicouche 
lipidique. Le « scaffolding domain » est un domaine hautement conservé et joue un rôle dans 
l’interaction avec le cholestérol avec des résidus basiques hydophobes. Le domaine C-
terminal est proche du domaine trans-membranaire est modifié par des groupes palmitoyls qui 
sont insérés dans la bicouche lipidique. Les structures complexes qui sont formées par des 
cavéoles interconnectées occupent une large région de la membrane plasmique (d’après 
Parton et al., 2007). 
D. Schéma représentant la formation hypothétique des structures permettant l’invagination de 





Figure 43: Topologie de Cav1. 
A : Topologie de Cav1 à partir de sa structure primaire. Deux monomères de Cav1 forment un 
dimère. Cette oligomérisation peut aller jusqu’à environ 16 monomères. 
B : Les domaines de Cav1. Le domaine N-terminal est également appelé « scaffolding 




Figure 44 : Biosynthèse de la cavéoline et trafic vers la membrane plasmique. La 
cavéoline est synthétisée dans le réticulum endoplasmique et est transportée vers le complexe 
de Golgi sous forme d’oligomères insolubles aux détergents. Lorsque la cavéoline sort du 
complexe de Golgi, les oligomères s’associent avec des domaines « radeaux lipidiques » 
enrichis en cholestérol et en glycosphingolipides. Ces complexes fusionnent ensuite avec la 
membrane plasmique au cours d’un processus qui requiert les protéines SNARE et la 
synthaxine 6. Des protéines cavéoline mutantes qui sont associées à de nombreuses maladies 
s’accumulent dans le Golgi et ne sont pas transportées efficacement en membrane plasmique 





structures cavéolaires (Park et al., 2000). Ces structures sont recyclées en membrane plasmique 
afin d’être réutilisées tout en maintenant une forte association entre les oligomères de cavéolines. 
Le processus de fusion des cavéoles avec la membrane plasmique est hautement régulé (Pour 
une revue : (Parton and Simons, 2007)). La composition des cavéoles est probablement 
hétérogène au sein d’une cellule, et ce, en fonction des signaux externes. De plus, les filaments 
d’actine peuvent recruter les cavéoles en des sites spécifiques afin d’influencer les signaux 
cellulaires en réponse à l’adhérence cellulaire ou la migration (Pour une revue : (Stahlhut et al., 
2000)). 
b. Description de la cavéoline 
La famille de la cavéoline comprend la cavéoline 1α et ß, la cavéoline 2α, ß, γ et la 
cavéoline 3 qui diffèrent au niveau de leur structure moléculaire et de leur distribution au sein 
des tissus (figure 41) (Park et al., 2000) ; (Pour une revue : (Schwencke et al., 2006)). La 
cavéoline 1 (Cav1) et la cavéoline 2 (Cav2) sont abondantes dans les cellules non musculaires 
riches en cavéoles comme les fibroblastes, les adipocytes, etc. La cavéoline 3 (Cav3) est présente 
essentiellement dans les cellules des muscles squelettiques et dans les cellules musculaires lisses 
(Park et al., 2000). Les 3 cavéolines présentent une topologie peu commune. Leurs domaines N- 
et C-terminaux sont localisés dans le cytosol alors que le long domaine central est 
transmembranaire et présente une structure en épingle à cheveux (Park et al., 2000). Les 
isoformes Cav1α et Cav1ß résultent d’un épissage alternatif et diffèrent par leur domaine N-
terminal. L’isoforme α contient les résidus 1 à 178 alors que l’isoforme ß contient les résidus 32 
à 178  (figure 42) (Sargiacomo et al., 1995). L’absence de Cav1 ou Cav3 entraîne la disparition 
des cavéoles (Park et al., 2000). En contraste, la perte de Cav2 n’a pas d’effet apparent sur la 
formation des cavéoles in vivo (Park et al., 2000). La formation des cavéoles par Cav1 et Cav3 
implique leur oligomérisation via leur domaine N-terminal et leur association avec les domaines 
« lipid-raft » (radeau lipidique) riches en cholestérol (figure 43) (Park et al., 2000) ; (Pour une 
revue : (Parton et al., 2006)). Alors que Cav1 et Cav2 forment des hétéro-oligomères, Cav3 
forme des homo-oligomères (Pour une revue : (Schwencke et al., 2006)). Ces complexes peuvent 
contenir jusqu’à 16 monomères (Pour une revue : (Head and Insel, 2007)). La palmitoylation 
dans le domaine C-terminal  ne semble pas nécessaire à la localisation de la cavéoline en 
membrane, mais permet la stabilisation des oligomères de cavéoline (Park et al., 2000; Stan, 
2005) ; (Pour une revue : (Parton et al., 2006)). De plus, l’association avec le cholestérol est 
essentielle pour l’oligomérisation et l’insertion en membrane plasmique (Pour une revue : (Head 
and Insel, 2007)). Cette protéine peut être phosphorylée au niveau de résidus sérine ou thréonine 
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par la PKCα ou sur des résidus tyrosine par Src ainsi que par d’autres protéines (Pour une 
revue : (Stan, 2005)). 
c. Trafic et localisation subcellulaire des cavéolines 
La cavéoline est synthétisée et oligomérise dans le réticulum endoplasmique (figure 44) 
(Park et al., 2000). Elle est ensuite transportée vers le complexe du Golgi (Park et al., 2000). La 
sortie de la cavéoline de ce compartiment est associée à des changements de propriété de cette 
protéine suite à l’addition de cholestérol et au masquage de certains de ses épitopes (Park et al., 
2000). La cavéoline devient alors résistante aux détergents et est organisée en oligomères de 
taille plus importante caractéristiques de la protéine observée en membrane (Park et al., 2000). 
La cavéoline en membrane plasmique est relativement immobile et devient beaucoup plus 
mobile suite à la déplétion en cholestérol (Park et al., 2000). Les cavéoles sont alignées le long 
des filaments d’actine dans des cellules musculaires et non-musculaires (Pour une revue : 
(Stahlhut et al., 2000)). Néanmoins, il semble que seulement une fraction des cavéoles présente 
une association avec une partie des fibres d’actine. Même si les cavéoles sont immobiles et 
stabilisées par la cavéoline et le cytosquelette d’actine, cela n’exclut pas que quelques cavéoles 
soient internalisées (Pour une revue : (Hommelgaard et al., 2005)). La relation entre la cavéoline 
située en membrane plasmique et les composants du cytosquelette d’actine semble être un 
processus dynamique contrôlé par des kinases, qui permettent le transport de la cavéoline de la 
membrane plasmique vers les sites intracellulaires (Pour une revue : (Head and Insel, 2007)). La 
destruction des microtubules et des microfilaments d’actine élimine les cavéoles et permet la 
redistribution de la cavéoline. 
Bien que Cav1 soit connue pour être localisée en membrane plasmique, elle peut également être 
présente dans les mitochondries, dans la lumière du réticulum endoplasmique, dans le complexe 
du Golgi et dans les endosomes de recyclage (Pour une revue : (Quest et al., 2004)) ; (Pour une 
revue : (Head and Insel, 2007)). Une localisation nucléaire de Cav1 a déjà été décrite pour des 
cellules endothéliales et des cellules de carcinomes (Sanna et al., 2007). La distribution de Cav1 
semble donc être dépendante du type cellulaire étudié (Feng et al., 1999; Gobeil et al., 2003; 
Quest et al., 2004). 
d. Fonctions de la cavéoline 
Une des fonctions principales de Cav1 est d’interagir et d’activer ou d’inhiber de 
nombreuses protéines signal via son domaine d’interaction (Park et al., 2000) ; (Pour une revue : 
(Schwencke et al., 2006)). Par exemple, cette protéine permet l’activation de la voie PI3K/Akt et 
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l’inhibition de la voie des ERK (Pour une revue : (Liu et al., 2002)) ; (Cho et al., 2003; Shack et 
al., 2003; Zhang et al., 2007). Cependant, il a également été montré que Cav1 permet l’activation 
de ces 2 voies après exposition de kératinocytes aux UV (Wang et al., 2005). Cav1 permet donc 
soit l’activation soit l’inhibition de voies de signalisation. La localisation subcellulaire de Cav1 
pourrait être responsable de l’induction de l’une de ces fonctions opposées. En effet, puisque 
Cav1 peut oligomériser et interagir avec de nombreuses protéines, elle permet d’organiser la 
rencontre de molécules signal avec certains récepteurs et des protéines effectrices (Wang et al., 
2005). Cependant, si ces protéines associées avec Cav1 sont internalisées au sein des cavéoles, 
les interactions avec d’autres protéines situées dans le cytosol devient impossible et les signaux 
cellulaires ne peuvent être induits. De plus, le domaine d’interaction de Cav1 semble être 
masqué durant la formation des cavéoles. On peut proposer l’hypothèse que cela ce qui limiterait 
le recrutement d’autres protéines signales proches des cavéoles. Puisque Cav1 peut également 
être soluble dans le cytosol, elle pourrait également être impliquée dans l’activation de voies de 
signalisation sans être localisée en cavéoles. 
Comme déjà expliqué ci-dessus, Cav1 permet d’ancrer les cavéoles au cytosquelette d’actine 
(Stahlhut et al., 2000). 
Cav1 interagit avec le cholestérol, lie les acides gras et les gouttelettes lipidiques, et est 
impliquée dans le transport des lipides vers les membranes chez les adipocytes ainsi que chez 
d’autres types cellulaires (Park et al., 2000). L’abondance de Cav1 facilite l’entrée d’acides gras 
dans la cellule et augmente le niveau de cholestérol libre ainsi que son exportation (Park et al., 
2000). De récentes études démontrent que la cavéoline contribue à la régulation de fonctions 
cellulaires telles que l’activation de protéines signal impliquées dans l’adhérence cellulaire, 
l’activation des cellules T, l’activation de voies dépendantes du récepteur à l’EGF en réponse à 
un stress oxydatif, dans des régions autres que les cavéoles (Pour une revue : (Head and Insel, 
2007)). 
e. Rôle de Cav1 dans la sénescence réplicative et la sénescence prématurée induite par un 
stress oxydatif 
Chez des FDHs IMR-90 en sénescence réplicative, il a déjà été montré que les protéines 
ERK1/2 ne sont plus phosphorylées après stimulation avec de l’EGF. Il semble que cette 
diminution de réponse soit liée à une augmentation de l’abondance protéique de Cav1, à une 
forte interaction entre Cav1 et le récepteur à l’EGF ainsi qu’à une augmentation du nombre de 
cavéoles (Park et al., 2000). D’autres études proposent que les protéines ERK sont toujours bien 
phosphorylées chez des FDHs WI-38 sénescents mais que les protéines ERK s’accumulent dans 
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le cytosol et ne migrent plus vers le noyau (Tresini et al., 2001). Le phénotype de sénescence 
réplicative de FDHs isolés à partir de peau de prépuce est partiellement réversible suite à la 
réduction de l’abondance de Cav1 en utilisant des siRNA dirigés contre les transcrits de cette 
protéine (Cho et al., 2003). Chez ces mêmes cellules en sénescence réplicative, les changements 
morphologiques pourraient êtres régulés par Cav1 et par son interaction directe avec les 
protéines Rac1 et Cdc42 (Cho et al., 2004).  
Une autre étude démontre qu’un stress avec H2O2 à concentration sublétale induit la sénescence 
prématurée de FDHs par stimulation de la transcription de Cav1. Il semble que cette induction de 
l’expression de Cav1 soit sous le contrôle de p38MAPK et du facteur de transcription Sp1 (Dasari 
et al., 2006). Chez des fibroblastes murins immortalisés NIH3T3 traités avec une concentration 
sublétale de H2O2, la phosphorylation de Cav1 sur la tyrosine 14 est induite via l’activation des 
kinases p38MAPK et c-Src (Volonte et al., 2001). Cav1 est également induite chez des fibroblastes 
NIH3T3 en sénescence prématurée induite par un traitement avec H2O2. Dans ce cas, l’activité 
SA ß-gal, l’activation de p53 et l’induction de p21WAF-1 ne sont plus observées lorsque Cav1 est 




V. APPROCHES TRANSCRIPTOMIQUES ET PROTEOMIQUES 
Les études transcriptomiques et protéomiques sont deux types d’approches 
complémenatires utilisées afin d’appréhender les modifications de l’expression génique d’une 
population cellulaire donnée. Dans les paragraphes précédants de l’introduction, nous avons 
brièvement présenté quelques études à grande échelle réalisées dans le but de comprendre les 
mécanismes moléculaires qui ont lieu lors de la sénescence réplicative ou lors de la sénescence 
prématurée. Nous présentons ici de façon synthétique le principe général de différentes 
techniques utilisées lors d’études transcripomiques ou protéomiques. 
V.1. Approches transcriptomiques 
Parmi les techniques mises au point afin d’étudier l’expression génique au niveau 
transcriptomique, citons par exemple le « differential display RT-PCR », l’hybridation 
soustractive et les micro-damiers à ADN. 
Le « differential display RT-PCR » permet la comparaison de deux ou plusieurs conditions à 
partir desquelles l’ARN est extrait et rétrotranscrit en ADN complémentaire (ADNc) grâce à des 
amorces poly-T et des amorces aléatoires arbitrairement choisies (Liang and Pardee, 1992). 
L’utilisation d’oligonucléotides marqués radioactivement permet de détecter les produits PCR 
séparés sur gel de polyacrylamide et dont l’intensité est détectée par autoradiographie. Malgré 
les améliorations apportées depuis sa mise au point, l’inconvénient principal de cette technique 
reste la présence de faux positifs qui rendent nécessaire la vérification des différences 
d’expression observées, par des méthodes alternatives (Linskens et al., 1995). 
L’hybridation soustractive permet de comparer l’abondance des transcrits de deux populations 
cellulaires déterminées. Les ADNc générés par rétrotranscription à partir des ARNm de la 
première population cellulaire sont marqués radioactivement et hybridés avec les ARNm de la 
seconde population. Les gènes correspondant aux ARNm non hybridés, et donc 
différentiellement exprimés, sont identifiés. Cette technique nécessite néanmoins de grandes 
quantités d’ARN de départ, ce qui n’est pas toujours évident à obtenir à partir de systèmes in 
vitro (Gonos et al., 1998). 
La technique des micro-damiers à ADN se base sur l’hybridation d’ARN ou d’ADN issus d’une 
population cellulaire déterminée sur des oligonucléotides complémentaires, eux-mêmes greffés 
sur un support solide. Elle a été mise au point dans le but de miniaturiser le principe du « reverse 
blot ». Celui-ci permet l’hybridation d’une séquence d’ADN sur une banque d’ADNc greffés sur 
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un filtre en nylon (Lander, 1999) ou sur du verre. L’avantage de cette technique est que l’on peut 
étudier simultanément les variations d’abondance de nombreux transcrits. 
V.2. Approches protéomiques 
Le protéome se définit en théorie par l’entièreté des protéines exprimées par un génome à 
un moment donné et dans des conditions données. Selon une définition large, l’analyse 
protéomique peut consister à étudier le profil d’abondance de ces protéines, mais également leur 
niveau de dégradation ou encore leurs modifications post-traductionnelles. Aucune technique 
actuelle ne donne accès à l’ensemble de ces données concernant toutes les protéines présentent 
dans un système biologique à un moment donné. Néanmoins, les avancées techniques réalisées 
dans ce domaine depuis les premières études protéomiques permettent d’élargir la quantité de 
données obtenues grâce à une seule étude. 
Plusieurs étapes constituent une analyse protéomique : la préparation des échantillons 
protéiques, leur séparation, leur analyse par spectrométrie de masse et enfin l’identification des 
protéines par comparaison des informations obtenues avec celles qui sont disponibles dans les 
banques de données. 
Parmi les techniques disponibles pour la séparation des protéines, il existe des approches 
dépendantes ou indépendantes des gels. Dans les paragraphes suivants, nous décrivons 
brièvement les techniques de séparation de protéines les plus couramment utilisées. 
V.2.A. Les gels à deux dimensions 
a. Généralités 
L’électrophorèse en gels de polyacrylamide à deux dimensions (2DGE) permet la 
séparation des protéines selon leur point isoélectrique (première dimension : IEF « IsoElectric 
Focusing ») puis selon leur poids moléculaire (seconde dimension : électrophorèse SDS-PAGE 
(« sodium dodecyl sulfate-polyacrylamid gel electrophoresis »)). Afin de visualiser les protéines, 
plusieurs types de colorations peuvent être utilisées. Selon la technique de marquage utilisée, 
cette étape est réalisée avant ou après leur séparation grâce aux 2DGE. La coloration des 
protéines au bleu de Coomassie, à l’argent, au ruthénium, etc. a lieu après leur séparation alors 
que leur marquage métabolique ou aux cyanines est réalisé avant cette étape de séparation. Le 
marquage métabolique est réalisé par utilisation d’isotopes radioactifs (par exemple la 
méthionine [35S]) placés dans le milieu d’une culture cellulaire durant plusieurs heures afin 
d’être incorporés au sein des nouvelles protéines traduites. Cette technique de marquage permet 
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donc de visualiser la néosynthèse des protéines qui a lieu durant un laps de temps déterminé 
alors que les autres techniques de coloration permettent de visualiser les variations d’abondance 
protéique d’un système biologique à un moment précis. 
Les gels sont ensuite analysés afin de déterminer les spots correspondant aux protéines qui 
présentent des variations d’abondance entre les différentes conditions étudiées. Les spots 
correspondant aux protéines d’intérêt sont ensuite prélevés du gel et ces protéines sont 
identifiées par utilisation de la spectrométrie de masse (MS) ou de la spectrométrie de masse en 
tandem (MS/MS) et par interrogation des banques de données. 
La technique d’analyse par 2DGE représente une technique d’analyse de protéines très 
puissante mais présente également certaines limites. 
b. Limites des gels à 2 dimensions 
La résolution insuffisante des gels conduit parfois au mélange de plusieurs protéines au 
sein d’un même spot. Dans ce cas, la gamme de pH utilisée pour la séparation des protéines 
selon la première dimension peut être restreinte afin d’augmenter cette résolution. 
La technique des 2DGE rend également difficile l’analyse de certaines classes de 
protéines. Premièrement, les protéines faiblement abondantes sont peu visibles sur les gels. 
Ainsi, les protéines fortement exprimées, comme les protéines du cytosquelette 
(∼108 molécules/cellules) sont bien visibles alors que les facteurs de transcription faiblement 
exprimés (∼102 molécules/cellules) sont peu détectés sur les 2DGE. Afin de limiter ces 
problèmes, il est avantageux de fractionner les échantillons protéiques avant leur séparation sur 
2DGE. Il est par exemple possible de réaliser des études en subprotéomique afin d’extraire les 
protéines d’une fraction enrichie et hautement purifiée en un organite d’intérêt, ou même 
d’étudier un type de modification post-traductionnelle comme les phosphorylations. Ceci 
présente l’avantage d’enrichir les échantillons protéiques avant leur séparation sur 2DGE (Pour 
une revue : (Rabilloud, 2002)). 
Deuxièmement, des protéines extrêmement acides ou basiques ne sont pas facilement séparées et 
donc visualisées sur les 2DGE. Il est par exemple connu que les protéines membranaires sont 
très hydrophobes et donc entrent difficilement dans le gel de première dimension. Des détergents 
spécifiques améliorent la solubilisation de ces protéines. Néanmoins, ces gels de première 
dimension ne permettent de couvrir qu’une gamme de pH située entre 3 et 11 (Pour une revue : 
(Rabilloud, 2002)).  
Troisièmement, les protéines de taille extrême, très petites ou très grosses ne sont pas toujours 
visibles sur les 2DGE. Les protéines de poids moléculaire supérieur à 200 KDa ou inférieures à 
 
 
Figure 45 : Principe du 2D-DIGE (D’après Amersham Biosciences ; GE Healthcare). 
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15 KDa ne sont généralement pas capturées dans le gel de seconde dimension (Pour une revue : 
(Rabilloud, 2002)).  
Des variabilités existent entre les gels à comparer, ce qui rend difficile de déterminer si les 
variations observées sont d’ordre biologique ou technique. Afin de résoudre ce problème, la 
technique des 2D-DIGE (« 2D-Differential In-Gel Electrophoresis ») a été développée (Pour une 
revue : (Graves and Haystead, 2002)). 
c. La technique 2D-DIGE 
Pour utiliser cette technique, les protéines issues des différentes conditions sont marquées 
avec des cyanines fluorescentes différentes avant leur séparation sur 2DGE (Figure 45). Leur 
migration est réalisée sur un seul gel, de même qu’un standard interne marqué, lui aussi, avec 
des cyanines différentes. Cette technique présente de nombreux avantages. La migration des 
échantillons et d’un standard interne sur un même gel permet d’éliminer les variations de gel à 
gel. Le marquage protéique aux cyanines permet de visualiser à la fois des protéines faiblement 
et fortement abondantes. Les programmes d’analyse automatisés permettent de déterminer très 
rapidement des variations d’abondance ayant un poids statistique important. Suite à ces analyses, 
les spots d’intérêt sont excisés et les protéines correspondantes sont identifiées par analyse en 
spectrométrie de masse. 
V.2.B. La spectrométrie de masse 
Après avoir séparé les protéines par 2DGE, la digestion protéique par une protéase permet de 
générer un mélange complexe des peptides. Ce mélange est analysé par la spectrométrie de 
masse. Quel que soit l’appareil utilisé, la spectrométrie de masse est toujours composée de trois 
éléments. En premier lieu, une source permet d’ioniser les peptides et de les faire passer en phase 
gazeuse. Ensuite, un analyseur permet de séparer les peptides ionisés en fonction de leur rapport 
masse/charge. Ces peptides arrivent alors au niveau d’un détecteur. Différents systèmes de 
spectrométrie de masse existent selon leurs techniques d’ionisation et d’analyse. 
En ce qui concerne l’ionisation des peptides, il existe la technique de « matrix-assisted laser 
desorption and ionization » (MALDI) ou celle de « l’electrospray » (ESI). Le MALDI consiste à 
co-cristalliser les peptides mélangés à une matrice, le tout déposé sur une cible. Un laser dirigé 
vers cette cible permet de désorber le mélange peptides/matrice qui est alors ionisé. 
« L’electrospray » permet de vaporiser la solution contenant les peptides sous forme de micro-
gouttelettes chargées afin de les faire passer de la phase liquide à un état gazeux. 
  
 
Figure 46 : Principe de la technique ICAT pour quantifier l’expression protéique 
différentielle (Gygi et al., 1999). 
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L’analyseur des peptides ionisés peut être un TOF (« time of flight ») ou un « quadrupole ». 
Lorsque l’on veut réaliser de la MS, l’échantillon chargé est accéléré grâce à un champ 
électrique et vole dans un tube placé sous vide (TOF). Ce temps de vol dépend du rapport 
masse/charge du peptide ionisé. Le détecteur permet alors d’établir une carte d’empreinte 
peptidique pour chaque peptide. Un ensemble de cartes peptidiques est donc obtenu pour une 
protéine donnée, ce qui augmente la probabilité d’identification de la protéine. Lorsque ces 
informations ne suffisent pas à identifier une protéine, la MS/MS est utilisée. Elle combine 
l’utilisation d’un quadrupole (quatre tiges d’acier parallèles 2 à 2 et pour lesquelles un potentiel 
électrique est appliqué alternativement aux paires opposées) pour sélectionner un peptide 
précurseur sur base de son rapport masse/charge avec l’utilisation d’une cellule de collision 
contenant un gaz inerte afin de fragmenter cet ion peptidique, et d’un tube de vol permettant de 
séparer les petits peptides générés afin d’obtenir la séquence du peptide précurseur (Schiller et 
al., 2004a) (Pour une revue : (Graves and Haystead, 2002)). 
 
Ainsi, bien que l’analyse des protéines par 2DGE représente une technique très utilisée et très 
avantageuse, les limites décrites pour les 2DGE, le temps nécessaire à la manipulation, le 
manque d’automatisation et les quantités importantes de protéines à charger sur un gel 
d’électrophorèse ont poussé au développement d’autres approches permettant la séparation des 
protéines avant leur identification par utilisation de la spectrométrie de masse (Gygi et al., 1999). 
V.2.C. Les techniques alternatives aux gels à deux dimensions 
Les protéines extraites à partir d’un échantillon et digérées par une protéase constituent un 
mélange complexe de peptides. Il est donc important de réduire cette complexité avant l’analyse 
en spectrométrie de masse. Il est possible soit de séparer les peptides avant leur analyse par 
spectrométrie de masse (par exemple, par la technique MudPIT décrite ci-dessous) soit d’isoler 
les peptides représentatifs du mélange (par exemple, par les techniques ICAT ou iTRAQ décrites 
ci-dessous). Ces techniques permettent d’analyser de très faibles quantités de protéines. 
Contrairement à ce type d’approche, la technique SILAC (décrite plus bas dans le texte) 
permet le marquage des protéines aux sein des cellules avant leur digestion et leur analyse par 
spectrométrie de masse. 
a. ICAT 
La technique ICAT (« isotope-coded affinity tags ») permet de quantifier l’abondance 
protéique différentielle issue, par exemple, de deux populations cellulaires différentes (figure 
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46). Le réactif ICAT est constitué d’une biotine, permettant l’isolement par chromatographie 
d’affinité des peptides marqués par ICAT, d’une charnière pouvant contenir des variants 
isotopiques stables, et d’un groupe iodoacétamide réactif possédant une spécificité de liaison 
pour les groupements sulfhydryl libres des résidus cystéine. Ce réactif existe sous une forme 
lourde (contenant 8 deutérium) ou une forme légère (ne contenant pas de deutérium). Les 
protéines extraites à partir de deux cultures cellulaires différentes sont marquées respectivement 
avec l’un de ces deux variants isotopiques. Après mélange des deux échantillons et digestion par 
une protéase, les peptides marqués sont isolés grâce à la biotine. Ces peptides sont séparés par 
chromatographie liquide microcapillaire (LC-MS, liquid chromatography/mass spectrometry) et 
les spectres de masses générés sont analysés. Une différence de 8 daltons est observée entre les 
pics générés par les peptides identiques marqués à l’hydrogène ou au deutérium. Le ratio obtenu 
entre ces pics pairés permet de quantifier les différences d’abondance de la protéine 
correspondante entre les deux échantillons (Gygi et al., 1999). Néanmoins, cette technique 
présente également quelques limitations. Par exemple, les protéines présentant peu ou pas de 
résidu(s) cystéine tout comme certaines modifications post-traductionnelles ne sont pas 
détectées. De plus, les peptides identiques marqués avec l’isotope lourd ou léger ne sont pas 
toujours élués en même temps, ce qui complexifie l’analyse des spectres de masse (Wu et al., 
2006). Il a également été observé que la molécule de marquage de poids moléculaire important 
interférait avec la digestion des protéines par la trypsine. Suite à ces observations, des méthodes 
dérivées de ICAT ont été mises au point et permettent d’améliorer la simplicité, l’efficacité et la 
sensibilité de cette technique. Par exemple, le deutérium de la molécule a été remplacé par du 
13C et le groupe de biotine a été rendu clivable en présence d’acide de manière à pouvoir 
l’éliminer après avoir isolé les peptides marqués (Zhou et al., 2002). 
b. iTRAQ 
La technique iTRAQ (« isobaric tagging for relative and absolute quantification ») est 
basée sur le marquage de lysine ou de tyrosine du côté N-terminal des protéines préalablement 
digérées. La molécule utilisée est constituée d’un groupement réactif spécifique des groupements 
amine et d’un « tag » de masse définie (constitué lui-même d’un groupement rapporteur dont la 
masse varie de 113 à 121). Les différentes conditions à comparer sont marquées avec des 
« tags » différents (selon l’ion isotopique rapporteur utilisé) avant que les échantillons protéiques 
ne soient mélangés et fractionnés sur une colonne échangeuse de cations puis analysés en 
utilisant une LC-MS/MS (« liquid chromatography/mass spectrometry/mass spectrometry »). 






Figure 47: Principe de la technique SILAC pour quantifier l’expression protéique 
différentielle (Gafken et al., 2006). 
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échantillons différents. Lors de l’analyse en MS, les peptides marqués avec les différents tags 
sont impossibles à distinguer puisque ces tags ne présentent pas de différence de masse. Lors de 
la fragmentation par MS/MS, des « ions signature » sont produits avec un rapport masse/charge 
entre 113 et 121, ce qui fournit des informations quantitatives (Wiese et al., 2007; Wu et al., 
2006). 
c. MudPIT 
La technique MudPIT (« multidimensional protein identification technology ») constitue 
un système de séparation des protéines selon deux dimensions indépendantes. Deux 
chromatographies liquides consécutives correspondent en fait à une colonne échangeuse de 
cations et une colonne en phase inverse couplées directement au nano-électrospray d’un 
spectromètre de masse de type MS/MS (Pour une revue : (Rabilloud, 2002)). Cette élution 
automatisée des peptides selon un gradient à travers les différents dispositifs permet 
l’identification de protéines hydrophobes, de faible concentration, de pH ou de poids 
moléculaires extrêmes (Washburn et al., 2001). Néanmoins, cette technique quantitative 
d’analyse permet uniquement de détecter des absences et des présences de protéines. Elle ne 
convient donc pas en tant que technique quantitative comparative (Pour une revue : (Rabilloud, 
2002)). 
d. SILAC 
La technique SILAC (« stable labeling by amino acids in cell culture ») est basée sur le 
marquage des protéines de la culture cellulaire avec des acides aminés contenant des isotopes 
stables non radioactifs (comme le 13C ou le 15N) (figure 47). Une des deux cultures étudiée est 
donc placée en présence de milieu contenant l’isotope lourd. Les différents types cellulaires 
utilisés jusqu’à présent pour ce type d’étude ne présentent aucune altération au niveau de leur 
prolifération ou de leur morphologie. Le marquage de protéines avec cet isotope est réalisé 
pendant environ 5 doublements de population en culture. Après la culture cellulaire, les deux 
échantillons sont mélangés et les protéines sont extraites. Le mélange protéique est digéré par 
une protéase afin de générer un mélange de peptides à analyser en spectrométrie de masse. 
Chaque peptide est présent sous deux formes qui présentent les mêmes propriétés chimiques 
mais une masse différente. Les différences d’intensité du pic permettent d’obtenir une 





Ces différentes techniques présentent chacune des avantages et des inconvénients. En 
fonction des informations recherchées, il est donc important de choisir la méthode la plus 
adaptée. 
Actuellement, parmi les techniques les plus utilisées, les approches 2D-DIGE, ICAT et iTRAQ 
permettent d’obtenir des résultats quantitatifs, avec un nombre de faux positifs raisonnable. 
Alors que la quantification est parfois compromise par le 2D-DIGE, la méthode iTRAQ est 
susceptible de générer des erreurs lors de l’isolement de l’ion précurseur. Au niveau de la 
sensibilité, il semble que la technique iTRAQ soit plus sensible que la méthode ICAT ou 
l’analyse par 2D-DIGE. Néanmoins, l’analyse par 2DGE permet dans un premier temps 
d’obtenir une vue d’ensemble des profils d’abondance protéique ainsi que des modifications 
post-traductionnelles. Ces différentes méthodes sont donc complémentaires et les informations 
obtenues par ces différentes techniques peuvent fournir un meilleur profil protéique du système 
biologique étudié (Wu et al., 2006). 
V.3. Comparaison des approches transcriptomiques et protéomiques 
Face aux différentes techniques d’analyse transcriptomique et protéomique existantes, le 
chercheur doit effectuer un choix en fonction des avantages et inconvénients de chacune, mais 
également en fonction de l’objet de l’étude et des caractéristiques du modèle étudié. De manière 
générale, il est connu que les variations d’abondance des transcrits et des protéines 
correspondantes ne sont pas toujours corrélées. En effet, de nombreuses étapes constituent des 
points de régulation positive ou négative entre les transcrits et les protéines correspondantes. La 
protéine peut être transformée en produit fini par un processus de protéolyse puis subir des 
modifications chimiques comme des modifications post-traductionnelles. À ce stade, la protéine 
peut être dégradée. 
En comparaison avec l’analyse transcriptomique, l’analyse protéomique fournit des informations 
plus précises à propos des systèmes biologiques et des voies impliquées puisque l’étude se 
focalise sur les molécules biologiques effectrices (Gygi et al., 1999). Il est possible d’étudier 
l’expression des protéines, leur abondance, leur localisation, leur homologie de structure, leur 
régulation, leur activité enzymatique (dans le cas des enzymes), le phénotype qui en découle, etc. 
Il est également possible d’étudier les interactions protéine-protéine qui ont lieu dans des 
conditions données. Des comparaisons entre études protéomiques et transcriptomiques ont été 
réalisées. Par utilisation de la technique SILAC, une étude récente a étudié le profil d’abondance 
protéique de cellules souches embryonnaires murines et a permis d’identifier 5.111 protéines, 
INTRODUCTION 
52  
dont des protéines membranaires, cytoplasmiques, nucléaires et mitochondriales. Les auteurs ont 
ensuite étudié la corrélation entre les variations d’abondance protéiques mises en évidence par 
leur étude et les variations d’abondance des transcrits mis en évidence par d’autres chercheurs 
ayant utilisé la technique des damiers à ARNm. Ils ont observé une corrélation modérée entre ces 
deux types d’études. En effet, parmi les 5490 gènes correspondant aux transcrits analysés et les 
4948 gènes correspondant aux protéines analysées, les auteurs montrent un recouvrement de 
3322 gènes. Ceci appuie donc le fait que l’abondance protéique n’est pas toujours corrélée à 
l’abondance de l’ARNm correspondant. Ces auteurs suggèrent aussi que ce manque de 
corrélation est essentiellement lié aux modifications post-traductionnelles des protéines 
(Graumann et al., 2007). 
En conclusion, il est logique de penser que les approches protéomiques et transcriptomiques sont 
des approches complémentaires et permettent de mieux comprendre les mécanismes ayant lieu 
dans un système biologique donné et dans des conditions données. 
 
Au cours de notre travail, nous avons choisi d’utiliser une approche protéomique (gels à deux 
dimensions) afin d’identifier des protéines impliquées dans l’établissement de la sénescence 
prématurée des FDHs IMR-90 traités avec H2O2. Le but du travail et les résultats obtenus sont 
présentés après l’introduction. Néanmoins, nous présentons brièvement les protéines que nous 




Figure 48 : Conformation possible des protéines ERM (ezrine, radixine, moesine) 
résultant de l’association entre le domaine N- et C-terminal. La conformation de ces 
protéines peut être monomérique repliée, monomérique non repliée ou peut générer des 
structures dimériques ou oligomériques. L’activation des ERM peut résulter de la 
phosphorylation au niveau du domaine C-terminal de la protéine. Les dimères et oligomères 




VI. PRESENTATION DES PROTEINES IDENTIFIEES LORS DES 
ETUDES PROTEOMIQUES REALISEES AU COURS DE CE TRAVAIL 
VI.1. Ezrine 
La forme active de l’ezrine est impliquée dans son interaction avec la membrane plasmique 
et le cytosquelette d’actine. Ceci lui permet donc de jouer un rôle dans le couplage de la 
signalisation avec la maintenance de l’architecture du cytosquelette d’actine et sa réponse 
dynamique aux stimuli externes. L’ezrine est d’ailleurs concentrée au niveau de structures riches 
en actine comme les filipodes, structures régulées essentiellement par Cdc42 (Louvet-Vallee, 
2000; Ridley, 2001). L’ezrine est présente également dans le cytosol sous forme « dormante », 
ce qui résulte de l’interaction intramoléculaire entre son domaine N-terminal (ou « N-ERM-
associated domain ») et C-terminal (ou « C-ERM-associated-domain ») (figure 48). Cette 
conformation masque les sites de liaison pour les partenaires cytoplasmiques et membranaires. 
Les signaux qui activent l’ezrine entraînent donc un changement de conformation, exposant ainsi 
ces domaines de liaison (Pour une revue : (Mangeat et al., 1999) ; (Louvet-Vallee, 2000)). 
L’échange entre le « pool » d’ezrine membranaire ou cytoplasmique joue un rôle crucial. En 
effet, il contrôle non seulement la quantité relative de molécules d’ezrine sous forme active près 
de la membrane mais également la quantité relative de temps passé par chaque molécule à la 
membrane ainsi que le turnover de cette protéine (Coscoy et al., 2002). 
VI.2. HSP27 
La famille des HSP comprend de nombreux membres qui diffèrent selon leur réponse face 
aux signaux, leur localisation subcellulaire et leur fonction. Le signal responsable de l’induction 
des protéines HSP est l’accumulation de protéines dénaturées (Fonager et al., 2002). 
HSP27 est une chaperonne indépendante de l’ATP qui est activée et/ou phosphorylée en 
réponse à des stress osmotiques, oxydatifs, thermiques, ou suite à une exposition aux UV. 
HSP27 forme des agrégats de 100 à 800 KDa avec les protéines oxydées ou mal repliées, et 
permet leur dégradation par le protéasome 20S. HSP27 bloque l’accumulation de lipofuscine 
extrêmement délétère pour la cellule (Arrigo et al., 2005). HSP27 permet également la 
dégradation de protéines ubiquitinylées comme Iκ-Bα par le protéasome 26S (Parcellier et al., 
2003). Cette protéine phosphorylée module également la polymérisation de l’actine et représente 





Figure 49 : Modèle de protection des microfilaments d’actine par les HSPs. 
A : Chez les cellules non-stressées, les HSPs forment des agrégats de monomères non-
phosphorylés. 
B : Les réponses rapides suite à un stress sont la phosphorylation des HSPs et la disparition 
des larges agrégats, après dans quelques cas une hyperoligomérisation transitoire, pour mener 
à la désorganisation du cytosquelette d’actine. 
C : Les HSPs phosphorylées s’organisent en petits oligomères pouvant interagir directement 
ou indirectement avec l’actine fibrillaire. Ceci permet la protection des filaments d’actine 
contre les cassures par les protéines à activité « severing » et promeut sa réorganisation. Les 
monomères non-phosphorylés peuvent former une coiffe pour l’extrémité « plus » des 
filaments d’actine et participent à la régulation de l’assemblage des microfilaments (Mounier 






Figure 50 : Domaine de structure des deux isoformes de la caldesmone. L’isoforme lourde 
(H-CaD) est présente dans les cellules musculaires alors que l’isoforme légère (L-CaD) est 
présente dans les cellules non-musculaires comme les fibroblastes. Ces deux isoformes sont 
issues d’un même gène grâce au splicing alternatif. Les domaines fonctionnels majeurs sont 
conservés dans les deux isoformes. La seule différence est la région centrale, uniquement 





Figure 51 : Modèle de podosome chez des macrophages humains. 
A : Micrographie de un macrophage obtenue en microscopie confocale après marquage de 
l’actine-F. Chaque point lumineux correspond à un seul podosome. 
B: Représentation shématique d’une coupe perpendiculaire d’un podosome. Les intégrines 
induisent la liaison des protéines ERM alors que la paxilline permet l’assemblage d’un 
complexe contenant Src. Ce complexe est lié à l’catine-F via la vinculine, la taline et l’α-
actinine. Les filaments d’actine sont reliées à la membrane plasmique par le complexe 






concerne les fonctions de HSP27 (figure 49). En conditions normales, HSP27 formerait de larges 
agrégats de monomères non phosphorylés. Suite à un stress, la phosphorylation de HSP27 induit 
la formation d’oligomères de plus petite taille constitués des deux isoformes. Ces oligomères 
protègent les filaments d’actine de leur disruption en bloquant les protéines à activité 
« severing ». Cette activité semble bien dissociée de leur activité chaperonne bien connue (Pour 
une revue : (Mounier and Arrigo, 2002)). 
HSP27 monomérique et non-phosphorylée coiffe l’extrémité « plus » des filaments d’actine, 
bloquant l’addition de monomères d’actine et inhibant donc la croissance des filaments (Paul et 
al., 2002). 
VI.3. Caldesmone 
La caldesmone (CaD) est une protéine codée par un seul gène qui génère deux isoformes 
majeures grâce à l’épissage alternatif : l’isoforme lourde se retrouve dans les muscles lisses (ou 
H-caldesmone, H-CaD), et l’isoforme légère est située dans les cellules non-musculaires (ou L-
caldesmone, L-CaD) (figure 50). Ces isoformes possèdent des domaines N- et C-terminaux 
identiques mais qui diffèrent par la présence ou non d’un domaine central de 150 acides aminés 
(Hayashi et al., 1992; Zheng et al., 2004). CaD lie l’actine et la myosine respectivement grâce à 
son domaine C-terminal et N-terminal (Foster et al., 2004). Les deux isoformes possèdent donc 
des fonctions similaires in vitro et sont distribuées dans les fibres de stress et les renflements 
membranaires (Hai and Gu, 2006; Helfman et al., 1999). 
L-CaD est capable d’inhiber l’activité ATPase de l’actomyosine ainsi que le complexe 
Arp2/3, responsable de nouveaux branchements au niveau des filaments d’actine (Goncharova et 
al., 2001; Gu et al., 2007). Cette fonction est inhibée par la calmoduline, en présence de Ca++ 
(Kordowska et al., 2006; Li et al., 2004). CaD et la tropomyosine permettent également de 
stabiliser les filaments d’actine contre l’activité « severing » de la gelsoline en diminuant son 
affinité de liaison (Gu et al., 2007; Hai and Gu, 2006; Ishikawa et al., 1998). La gelsoline et le 
complexe Arp2/3 sont cependant essentiels à la formation de podosomes. Ces structures 
dynamiques observées dans de nombreux types cellulaires sont caractérisées par une structure 
centrale de cytosquelette riche en actine-F (actine fibrillaire) associée à d’autres protéines, 
entourée d’un anneau de vinculine et de taline (figure 51) (Pour une revue : (Linder and 
Aepfelbacher, 2003)) ; (Eves et al., 2006; Hai and Gu, 2006; Spinardi and Marchisio, 2006). Les 
podosomes permettent la libération de métalloprotéinases pour le remodelage de la matrice 
extracellulaire et la migration cellulaire (Gu et al., 2007). 
 
Figure 52 : Représentation schématique d’une annexine attachée à la surface 











CaD peut également être associée à la formation de podosomes (Gu et al., 2007; Tanaka et al., 
1993) puisque la surexpression de cette protéine supprime leur formation induite par le 
traitement de cellules de muscles lisses avec du phorbol dibutyrate (Gu et al., 2007). 
CaD peut être régulée par phosphorylation (Borbiev et al., 2004; D'Angelo et al., 1999; 
Garcia et al., 2002; Gu et al., 2007; Hai and Gu, 2006; Kordowska et al., 2006; Mak et al., 1991; 
Yamakita et al., 1992). La phosphorylation de CaD par les protéines ERK diminue la capacité de 
CaD à stabiliser les filaments d’actine (Gu et al., 2007). Par exemple, durant la progression du 
cycle cellulaire, la phosphorylation des résidus sérine 497 et 527 de CaD facilite le 
désassemblage des fibres de stress d’actine et l’étalement post-mitotique des fibroblastes (Gu et 
al., 2007). L-CaD est alors visible dans le cytoplasme de façon diffuse mais également en co-
localisation avec l’actine. 
Chez des fibroblastes normaux, bien qu’elle semble exclue des adhérences focales, L-CaD est 
distribuée périodiquement le long des fibres de stress et sa phosphorylation réduit partiellement 
son affinité pour l’actine (Hai and Gu, 2006). 
VI.4. Annexine 2 
Les annexines sont des protéines régulées par le Ca++. En présence de Ca++, ces protéines 
lient les surfaces membranaires chargées négativement (figure 52). Cette propriété permet aux 
annexines de réguler des fonctions cellulaires associées aux membranes comme l’organisation de 
domaines membranaires et/ou la liaison du cytosquelette aux membranes, certaines étapes de 
l’endocytose, de l’exocytose et le flux d’ions, comme le Ca++ ou le Cl- à travers les membranes 
comme. Les annexines lient la membrane via la surface convexe du domaine C-terminal 
conservé qui présente une forme en courbe (Gerke et al., 2005). L’annexine A2 (ANXA2) 
s’associe à des phospholipides membranaires chargés négativement spécifiques comme les 
phosphatidylsérines et les phosphatydilcholines (Caplan et al., 2004). ANXA2 lie la protéine 
S100A10 (ou p11) via son petit domaine N-terminal (24 acides aminés). L’interaction de 2 
molécules de ANXA2 et deux molécules de S100A10 génère la formation d’un hétérotétramère 
(Rescher and Gerke, 2008). Il a été montré que cette interaction est nécessaire à ANXA2 afin de 
lier la membrane plasmique et stabiliser l’assemblage de l’actine (Gerke et al., 2005; Thiel et al., 
1992). ANXA2 possède des propriétés requises pour intégrer les signaux dépendants du Ca++ 




Trois transcrits différents issus d’un épissage alternatif codent pour des isoformes 
différentes de ANXA2 (Upton and Moss, 1994). Cette protéine peut présenter différentes 
localisations subcellulaires, de nombreuses modifications post-traductionnelles et est sensible à 
l’oxydation (Babiychuk et al., 2002; Erikson and Erikson, 1980; Glenney and Tack, 1985; 
Lauvrak et al., 2005; Singh and Liu, 2000). L’ubiquitinylation de ANXA2 facilite sa liaison à 
l’actine. La protéolyse du domaine N-terminal de ANXA2 ainsi que la phosphorylation sur la 
tyrosine 23 ou les résidus serine 11 et 25 de ANXA2 inhibe sa liaison aux phospholipides et à 
l’actine suite à un changement de conformation (Gerke and Moss, 2002; Singh, 2007). Lorsque 
ANXA2 est phosphorylée sur la tyrosine 23, elle permet la déphosphorylation de la cofiline, qui 
devient alors active et induit le désassemblage des filaments d’actine par séquestration de 
l’actine globulaire. Cette activation de la cofiline par ANXA2 pourrait dépendre de l’inactivation 
des LIMK (LIM-kinase possédant des domaines LIM riches en cystéines et contenant 2 doigts de 
zinc) responsables du maintien de la cofiline phosphorylée (de Graauw et al., 2008). 
La déplétion de ANXA2 dans des cellules de la lignée HeLa et de la lignée MRCD (« rat 
mammary cell line ») par utilisation de siRNA conduit à l’accumulation de fibres de stress et à 
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Des FDHs soumis à un stress oxydatif sublétal présentent des caractéristiques communes 
avec des FDHs en sénescence réplicative. Ces cellules ne peuvent plus se diviser et présentent 
une activité ß-galactosidase associée à la sénescence (SA ß-gal), une morphologie étalée et une 
expression génique altérée. Ce phénotype a été nommé sénescence induite prématurément par un 
stress (SIPS). Différents types de stress permettent l’induction de la sénescence prématurée, 
comme un stress unique avec H2O2, ou des stress répétés aux UVB, au t-BHP ou encore à 
l’éthanol. 
Durant ce travail, le modèle de SIPS utilisé a consisté à traiter une seule fois des FDHs 
IMR-90 avec H2O2 à une concentration sublétale unique. Ce modèle a été transféré du laboratoire 
de Q.M. Chen (Université d’Arizona, USA) et étudié dans notre laboratoire pour la première fois 
par Christophe Frippiat. Durant sa thèse, Christophe Frippiat a mis en évidence que le 
« Transforming Growth Factor ß-1 » (TGF-ß1) est surexprimé après un stress sublétal des FDHs 
IMR-90 avec 150 µM de H2O2 et que cette cytokine est responsable de l’apparition de la 
morphologie sénescente, de la SA-ß gal et de la surexpression de l’ostéonectine, la fibronectine, 
l’apolipoprotéine J et de SM22 (Frippiat et al., 2001). Ces effets du TGF-ß1 sont partiellement 
bloqués par utilisation d’un anticorps neutralisant le TGF-ß1 ou le TßR-1. Seul le blocage du 
cycle cellulaire subsiste dans ces conditions. Suite à ce travail, nous nous sommes demandés si le 
TGF-ß1 est le seul facteur responsable de l’apparition de la sénescence prématurée et s’il était 
possible d’identifier d’autres protéines agissant sur l’apparition des marqueurs de la sénescence 
de manière indépendante du TGF-ß1. Nous nous sommes également demandés quels sont les 
mécanismes moléculaires responsables de l’apparition de la morphologie sénescente. En effet, 
nous ne savons pas quelles protéines interviennent dans l’établissement de la morphologie étalée, 
aplatie et irrégulière des FDHs IMR-90. 
Au cours de la première partie de ce travail, nous avons donc identifié des protéines qui 
pourraient être impliquées dans l’apparition du phénotype sénescent des FDHs IMR-90 après 
traitement avec H2O2, et ce, de manière indépendante du TGF-ß1. Les techniques des gels à 2 
dimensions et de la spectrométrie de masse ont été utilisées dans de nombreuses études décrites 
dans la littérature et ont fortement évolué au cours de la dernière décennie. Leur utilisation 
combinée représente donc un outil de choix pour l’identification de protéines présentant des 
variations de néosynthèse. 
Nos premiers travaux ont permis d’identifier des protéines néosynthétisées au sein des FDHs 
IMR-90 entre 48 et 72 h après un traitement avec H2O2 à une concentration sublétale après 
stimulation avec du TGF-ß1 ainsi qu’après traitement avec H2O2 durant lequel le TGF-ß1 a été 
bloqué. Cette étude a été réalisée par marquage métabolique des protéines avec de la méthionine 
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[35S], la séparation de ces protéines par gels à 2 dimensions et l’identification de ces protéines 
par spectrométrie de masse. Le marquage a été réalisé entre 48 et 72 h après le début du 
traitement avec H2O2, car cela correspond au moment auquel apparaissent les caractéristiques de 
la sénescence prématurée citées plus haut, comme la morphologie étalée. Il est donc raisonnable 
de penser que, à ce moment, la réponse immédiate suite au stress est terminée et que ce type de 
marquage protéique permet d’étudier uniquement les changements d’expression à long terme 
participant à l’établissement ou au maintien du phénotype de la sénescence prématurée. En effet, 
le marquage métabolique permet de visualiser des changements d’expression protéique qui ont 
lieu durant un laps de temps après le traitement (Dierick et al., 2002a). 
Parmi les protéines mises en évidence au cours de ces études, nous avons poursuivi notre travail 
sur des protéines étant définies dans la littérature pour être impliquées dans la stabilisation des 
filaments d’actine et donc des fibres de stress. En effet, nous savions que l’équipe de Chen avait 
mis en évidence une augmentation du nombre de fibres de stress dans les FDHs IMR-90 traités 
avec H2O2 à une concentration sublétale. Nous avons donc étudié la néosynthèse de HSP27, de 
l’ezrine et de la caldesmone par Western blot après incubation des FDHs IMR-90 avec un 
inhibiteur de la traduction afin de valider les résultats obtenus par gels à 2 dimensions. 
L’étude protéomique suggérait aussi une augmentation de la néosynthèse de GAP-Cdc42, une 
protéine inhibitrice de Cdc42 et Rac1. Puisque Cdc42 et Rac1 sont également définies dans la 
littérature pour être impliquées dans la formation de structures constituées d’actine (filipodes et 
lamellipodes), nous avons étudié l’activation de ces deux Rho-GTPases à différents temps qui 
suivent le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. 
Nous avons ensuite réalisé une étude fonctionnelle en étudiant l’implication de Cdc42 et Rac1 
dans l’apparition de la morphologie sénescente. De plus, nous avons analysé les liens 
hypothétiques entre l’activation de Cdc42, de Rac1, de p38MAPK, la phosphorylation de HSP27 et 
la phosphorylation de la L-caldesmone à différents temps après le traitement des FDHs IMR-90 
avec H2O2. Cette partie du travail est sous presse dans « Free Radical Biology and Medicine ». 
Nous nous sommes ensuite demandés quel mécanisme était responsable de l’activation de Cdc42 
par p38MAPK et inversement. Nous avons choisi de porter ce travail sur la cavéoline 1. En effet, la 
cavéoline 1 a été décrite dans la littérature comme étant impliquée dans l’activation de Rac1 et 
Cdc42 lors de la sénescence réplicative de FDHs. D’autres auteurs ont montré que p38MAPK est 
responsable de l’activation de la cavéoline 1 suite au traitement de fibroblastes murins 
transformés. Cette équipe a également mis en évidence l’implication de la cavéoline 1 dans 
l’apparition de l’activité SA ß-gal, la morphologie sénescente et l’arrêt irréversible de 
prolifération. Nous avons donc étudié l’abondance de la cavéoline 1 ainsi que sur son 
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implication dans l’arrêt du potentiel de prolifération, l’activité SA-ß gal, la morphologie 
sénescente et l’activation de Cdc42, p38MAPK et la phosphorylation de la L-caldesmone. Cette 
partie du travail est soumise pour publication dans « FEBS Letters ». 
Dans la dernière partie du travail, nous avons réalisé une seconde étude protéomique afin 
de compléter les données obtenues lors de l’étude portant sur la néosynthèse protéique. En guise 
d’ouverture à de futures études, nous avons décidé de nous cibler sur les protéines membranaires 
présentant une variation d’abondance au sein des FDHs IMR-90 à 3 jours après le traitement 
avec H2O2 à une concentration sublétale. Ces protéines jouent des rôles importants dans divers 
processus biologiques comme dans la signalisation cellulaire, le contact entre les cellules et avec 
le substrat ou encore le transport de molécules vers ou hors de la cellule. Il est donc important de 
comprendre les mécanismes régulant ce type de protéines. Ce type d’étude n’a jamais été réalisé 
dans le cadre de la sénescence prématurée. Pour réaliser cette étude protéomique, nous avons 
choisi, comme première approche, de marquer les protéines avec des sondes fluorescentes afin 
d’identifier de nouveaux marqueurs membranaires de la sénescence prématurée. Parmi les 
protéines identifiées, nous avons porté notre attention sur l’annexine A2. Cette partie du travail 
est sous presse dans « Experimental Gerontology ». 
Dans la suite du manuscrit, nous avons choisi de parler d’observations à court terme ou à 
long terme selon que nous étudions les réponses cellulaires ayant lieu respectivement jusqu’à 8 
heures après le traitement H2O2 ou ayant lieu à 1, 2, 3 et 4 jours après le traitement des FDHs 



























I. Etude de la néosynthèse protéique et des mécanismes moléculaires 
impliqués dans l’établissement de la sénescence prématurée induite par un 
stress sublétal avec H2O2 
In vitro, des cellules diploïdes humaines, comme des FDHs, présentent une capacité 
proliférative limitée conduisant à un arrêt irréversible du cycle cellulaire. Il s’agit de la 
sénescence réplicative. Ces cellules présentent également une morphologie étalée, une activité ß-
galactosidase associée à la sénescence (SA ß-gal) et une surexpression de l’ostéonectine, la 
fibronectine, l’apolipoprotéine J et SM22. 
Lorsque nous avons commencé ce travail, il venait d’être démontré au laboratoire que la 
voie du TGF-ß1 et de p38MAPK joue un rôle essentiel dans l’apparition de certaines 
caractéristiques de la sénescence lorsque des FDHs IMR-90 sont traités avec H2O2 à une 
concentration sublétale (Frippiat et al., 2001; Frippiat et al., 2002). Une partie du travail de C. 
Frippiat était d’étudier l’implication du TGF-ß1 sur l’apparition des caractéristiques 
(morphologie étalée, activité SA ß-gal, abondance relative des transcrits de 4 gènes marqueurs, 
arrêt irréversible de prolifération) de la sénescence prématurée de FDHs IMR-90 suite à un 
traitement avec H2O2. C. Frippiat a donc étudié ces marqueurs de la sénescence après stimulation 
des cellules avec du TGF-ß1 et après traitement des cellules avec H2O2 en présence d’un 
anticorps neutralisant le TGF-ß1. Il a observé que les anticorps neutralisants induisent un 
étalement moins prononcé des FDHs IMR-90 traités avec H2O2. De plus, la proportion de 
cellules positives pour l’activité SA ß-gal  après traitement H2O2 (± 50%) n’est plus que de 20% 
en présence des anticorps neutralisant alors qu’elle est proche de 40% après stimulation avec le 
TGF-ß1. Concernant l’abondance relative des transcrits de SM22, la fibronectine, l’ostéonectine 
et l’apolipoprotéine J, une surexpression plus faible a été observée pour les cellules traitées avec 
H2O2 en présence d’anticorps neutralisant le TGF-ß1 (environ 1,5x par rapport aux cellules 
controles) en comparaison avec les cellules traitées uniquement avec H2O2 (entre 1,5x et 2x par 
rapport aux cellules controles), alors qu’elle est toujours induite après stimulation avec du TGF-
ß1 (entre 1,5 x et 2,5 x par rapport aux cellules controles). Hormis le fait que la neutralisation de 
ces effets n’est pas complète, l’arrêt du cycle cellulaire est toujours observable à long terme 
après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 en présence de ces anticorps neutralisants. Une 
des hypothèses étaient donc donc qu’il pouvait exister un (des) mécanisme(s) indépendant(s) du 
TGF-ß1 responsable(s) du bloquage du cycle cellulaire et peut-être de l’établissement du 
phénotype sénescent. 
3 jours après le traitement avec H2O2 






Figure 53 : Effet du traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 sur l’organisation de 
l’actine et sur l’abondance de p21WAF-1. A 2 jours après le traitement avec H2O2, les cellules 
sont repiquées sur des couvre-objets en verre à 20.000 cellules/cm2 et fixées au jour 3 après le 
traitement avec H2O2. L’actine-ß est marquée avec la phalloïdine. p21WAF-1 est immuno-
marquée avec des anticorps primaires monoclonaux de souris (détection de p21WAF-1 de 
l’homme, la souris et du rat) et des anticorps secondaires (IgG de chèvre) marqués au 
fluorochrome Alexa Fluor 488. Les micrographies représentatives en fluorescence sont 
obtenues par utilisation de la microscopie confocale semi-quantitative. 
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Nous avons donc réalisé une étude sur la néosynthèse protéique ayant lieu à long terme 
(entre deux à trois jours) après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 en concentration 
sublétale et en présence ou non des anticorps neutralisants le TGF-ß1. Des FDHs IMR-90 
stimulés avec du TGF-ß1 et des FDHs en conditions contrôles ont également été considérés. Des 
2DGE ont été réalisés afin de comparer les profils d’expression protéique des différentes 
conditions. La spectrométrie de masse nous a permis d’identifier les protéines présentant des 
variations de néosynthèse entre ces différentes conditions. 
Avant d’entamer cette étude protéomique, nous avons vérifié que nos conditions de 
traitement avec H2O2 entrainaient bien la sénescence prématurée (Chen et al., 2000c; Frippiat et 
al., 2002). Outre la vérification des marqueurs de la sénescence comme l’arrêt irréversible du 
potentiel de prolifération et l’augmentation du nombre de FDHs positifs pour la SA ß-gal, nous 
avons étudié les fibres de stress d’actine et la présence de la protéine p21WAF-1 après le traitement 
des FDHs IMR-90 avec H2O2. Ces résultats préliminaires sont décrits ci-dessous. 
I.1. Résultats préliminaires : fibres de stress d’actine et détection de p21WAF-1 lors de la 
sénescence prématurée de FDHs IMR-90 induite par H2O2 
Il a été démontré auparavant que les FDHs IMR-90 présentent une morphologie étalée 
grâce, en partie, à un nombre plus élevé de fibres de stress (Chen et al., 2000c). Ainsi, avant 
d’entamer une étude plus approfondie, nous avons vérifié que nous retrouvions bien cette 
augmentation de fibres de stress d’actine dans notre modèle. Nous avons réalisé un co-marquage 
de l’actine et de p21WAF-1 et les avons observé en microscopie confocale. Ces données n’étant pas 
reprises dans l’article présenté ci-après, nous présentons ici des résultats représentatifs 
d’expériences réalisées en triplicats (figure 53). En accord avec la littérature, nous avons bien 
observé une détection plus marquée du réseau de fibres d’actine dans les FDHs IMR-90 traités 
avec H2O2 (Chen et al., 2000c). De plus, p21WAF-1 semble plus abondant chez les FDHs IMR-90 
présentant un réseau de fibres d’actine plus dense. 
Nous pouvions ensuite étudier si le TGF-ß1 contrôle, partiellement ou non, la sénescence 
prématurée induite par H2O2. 
I.2. Rôle des changements de néosynthèse protéique indépendants du TGF-ß1, de p38αMAPK 
et Cdc42 dans la morphogenèse sénescente prématurée induite par le peroxyde 
d’hydrogène 
Dans ce premier article, nous présentons les résultats concernant l’identification de 
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nouvelles protéines pouvant être impliquées dans l’établissement de la sénescence prématurée, 
parmi lesquelles l’ezrine, la L-caldesmone, HSP27 et la GAP-Cdc42. Nous montrons ensuite 
qu’il s’agit bien de néosynthèse pour l’ezrine, la L-caldesmone et HSP27, protéines connues 
pour jouer un rôle dans la réorganisation du cytosquelette d’actine. Nous nous penchons ensuite 
sur l’activation d’autres protéines pouvant également stabiliser l’organisation de l’actine. En 
effet, puisque la néosynthèse de la GAP-Cdc42 augmente à long terme après le traitement des 
FDHs IMR-90 traités avec H2O2, nous sommes demandés si Cdc42 et Rac1, deux protéines 
régulées négativement par la GAP-Cdc42, présentent des variations d’activité après ce 
traitement. Nous terminons cette étude par l’étude de l’implication de Cdc42, Rac1 et p38MAPK 
dans la morphogenèse sénescente des FDHs IMR-90 après traitement avec H2O2. 
Le matériel supplémentaire de cet article est pésenté à la page 83 du manuscrit. 
Les tables S3 et S4 du matériel supplémentaire concernant les données obtenues en 

















































































rac1 siRNA 5’-GAUAAAGACACGAUCGAGATT-3’ 
5’-UCUCGAUCGUGUCUUUAUATT-3’ 
cdc42 siRNA 5’-GAUAACUCACCACUGUCCATT-3’ 
5’-UGGACAGUGGUGAGUUAUCTT-3’ 
 
Table S.1: A: Sequences and positions of the primers used in RT real-time PCR analysis. 
B: Sequences of the siRNA invalidating rac1 and cdc42. 
A: Increased intensity 
 Spot # Identification 
Identified by 





1 105 Ezrin X  128 20 35 
2 126 Caldesmon X  100 10 23 
3 243 Plastin T isoform X X 371 22 47 
4 710 β-actin X X 344 13 57 
5 721 26S proteasome-associated pad1 homolog X  84 9 40 
6 752 Proteasome alpha 1 subunit X X 296/518 by LC-MSMS 12/10 56/39 
7 783 Mitochondrial short-chain enoyl-coenzyme 
A hydratase 1 precursor 
+ 
heat shock protein 27 
  1056 by LC-MSMS 
 
+ 









8 825 Pyridoxine 5'-phosphate oxidase 
+ 
















9 874 Vacuolar protein sorting 28 X X 129 9 59 
10 4353 cdc42 GTPase-activating protein X  162 16 52 
11 4920 Vimentin X X 385 9 19 
12 4965 Napsin A X X 309 15 72 
13 4966 Proteasome 26S non-ATPase subunit 10 X X 157 6 36 
14 4997 BAF complex 53 KDa subunit   892 by LC-MSMS 16 54 
15 5087 Phosphoglycerate mutase X  105 10 46 
16 5217 Poly (rC) binding protein   210 by LC-MSMS 3 15 
17 619 Osteonectin X X 80 7 24 
 
B: Decreased intensity 
 Spot # Identification 
Identified by 
MS      MS/MS Score 
Matching 
peptides SC (%) 
18 5103 Proteasome alpha 1 subunit X X 315 13 56 
19 442 HLA-B associated transcript 1 X X 126 10 32 
20 455 HLA-B associated transcript 1 X X 333/ 767 by LC-MSMS 11 / 13 29/51 
21 762 14-3-3σ   872 by LC-MSMS 15 56 
22 5156 Ribonuclease/angiogenin inhibitor X X 379 17 65 
23 5187a Protein disulfide isomerase ER-60   1189 by LC-MSMS 21 46 
23 5187b Protein disulfide isomerase ER-60 X X 151 / 720 by LC-MSMS 14 / 12 34 
23 5187c Vacuolar H+-ATPase 56000 subunit X X 327 23 57 
24 5194 Aldehyde dehydrogenase X X 148 13 34 
 
Table S.2: List of proteins identified in the proteome analysis comparing IMR-90 fibroblasts in H2O2-
induced senescent-like phenotype of after stimulation with TGF-ß1. Spot number (spot #), Mascot 
score obtained for a combined search of manually obtained MALDI-TOF/TOF MS and MS/MS data 
or obtained for a search of MALDI-TOF MS data alone, number of matching peptides confirmed and 
sequences coverage (sc) are given. When protein was identified by MALDI-TOF MS data alone in 
Mascot search, a cross is annotated in the column “MS”. When protein was identified by MALDI-TOF 
MS in combination with MALDI-TOF/TOF MS/MS data, a cross is annotated in the column “MS” and 
a second one is annotated in the column “MS/MS. When protein was identified by LC-MS/MS data, 
the corresponding score is given. 
A: Increases in spot intensity in treated cells B: Decreases in spot intensity in treated cells. 
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Les tables S3 et S4 du matériel supplémentaire concernant les données obtenues en 
spectrométrie de masse sont présentées en annexe 1 à la page 170 du manuscrit. 
 
Supplementary material 
Part 1: Study of of L-CaD, ezrin, cdc42-GAP, T-plastin and HSP27 mRNA 
abundance (primer sequences) 
Results from proteome analysis suggest that L-CaD, ezrin, cdc42-GAP, T-plastin and HSP27 
present an increase in spot intensity in cells treated with H2O2. A possible explanation of this 
phenomenon is the increase of corresponding mRNA abundance. Sequences and positions of the 
primers were determined (Primer Express 1.5 software, Applied Biosystems, Foster City, USA), 
listed in table S.1A and L-CaD, ezrin, cdc42-GAP, T-plastin and HSP27 mRNA abundance were 
analyzed by RT-real time PCR. 
Part 2: proteomic analysis 
IMR-90 HDFs were treated with 5 different experimental conditions (figure 1A). Cells 
were treated for 1 or 2 h to 150 µM H2O2 (condition 1), incubated with TGF-β1 for 72 h 
(condition 2), incubated or not with anti-TGF-β1 antibodies (conditions 3 and 4) or incubated 
with anti-TGF-β1 antibodies starting at 12 h before treatment with H2O2, and went on during 
treatment (condition 5). 
Statistical analysis revealed 28 spots with a significant 2-fold difference of integrated 
intensity. Seventeen changes in spot intensity were found during establishment of H2O2-induced 
senescent-like phenotype, and seven changes in spot intensity were found in TGF-ß1 stimulated 
IMR-90 HDFs. 
We identified the proteins corresponding to the spots pinpointed in this analytical step. 
When MS and MS/MS analysis were performed, the score obtained in Mascot database, number 
of matching peptides and sequence coverage (sc) were listed in table S.2A (increases in spot 
intensity in treated cells) or table S.2B (decreases in spot intensity in treated cells). All the 
identifications were obtained with 5 peptides or more (table S.3 and S.4). Let us first focused on 
the TGF-ß1-independent changes with a potential role in morphogenesis and appearance of actin 
stress fibers observed in senescent-like phenotype: ß-actin, ezrin, L-CaD, cdc42-GAP, T-plastin 
and HSP27. β-actin is a structural component of the cytoskeleton. It plays a role in motor 
activity. 
A previous proteomic study on WI-38 HDFs already identified hypothetical fragments of 
actin playing a role in stress fibers [1]. 
Ezrin belongs to the ERM family (ezrin/radixin/moesin). These proteins participate in 
capping, fragmentation and nucleation of actin. They are involved in the formation of microvilli, 
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cell adhesion sites and membrane ruffling. Another member of the family, moesin was suggested 
to undergo phosphorylation upon senescence [2]. 
HSP27 is involved in the detection of oxidized proteins after stress [3]. Cytosolic HSP27 can 
prevent apoptosis through interaction with key components of the apoptotic pathways like 
cytochrome c, Akt and Daxx [4]. Given HSP27 can be phosphorylated on different sites, 
different spots containing HSP27 can appear on 2DGE [5]. Non-phosphorylated HSP27 can cap 
actin and block its polymerization. Phosphorylated HSP27 can favor actin polymerization and 
stabilize actin microfilaments. Previous proteome analyses identified HSP27 as up-regulated in 
senescence of HDFs observed after passaging under 20 % 02 [6]. 
Caldesmon (CaD) is an actin-binding protein able to inhibit actomyosin ATPase activity: it 
prevents the strong binding of myosin heads to actin in a Ca2+/ calmodulin- and tropomyosin-
dependent manner. Two isoforms of CaD are known: heavy-CaD (h-CaD or CaD 1) and light-
CaD (L-CaD or CaD 2 to 5) [7]. L-CaD is found in non-muscular cells. L-CaD inhibits the 
capping and fragmentation of actin by gelsolin. L-CaD favors the stabilization of actin filaments 
and thus cell adhesion and spread out. L-CaD expression can delay cell division [8]. L-CaD is 
detected in actin stress fibers, membranes ruffling and lamellipods [7]. 
Plastins are a family of highly conserved eukaryotic actin-binding proteins. Their isoforms 
display remarkable tissue specificity in mammalian tissues. T-plastin is found in epithelial and 
mesenchymal cells. L-plastin is present in hematopoietic and tumor cells [9]. The interaction of 
plastins with actin can be responsible for important conformational changes in actin, which 
modify the affinity of the other actin-binding proteins and regulate the cytoskeleton [10]. 
Now, let us briefly describe the proteins identified as undergoing a decrease in metabolic 
labeling after stimulation with TGF-ß1 or an increase in metabolic labeling in H2O2-induced 
senescent-like phenotype independently of TGF-ß1. 
Protein Identification by Mass Spectrometry 
TGF-β1-dependent changes: 
HLA-B associated transcript 1 (spot 442 and 455, respectively -2.9- and -2.0-fold change 
in spot intensity) is a member of the DEAD box protein family which are RNA helicases. It is 
implicated in a number of cellular processes involving alteration of RNA secondary structure 
such as translation initiation, nuclear and mitochondrial splicing, and ribosome and splicosome 
assembly. This protein is an essential splicing factor required for association of U2 small nuclear 
ribonucleoprotein with pre-mRNA. Based on their distribution patterns, some members of this 
family might be involved in embryogenesis, spermatogenesis, and cellular growth and division 
[11]. We identified this protein in two different but close spots on the 2DGE. Different isoforms 
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are known to exist for this protein. This can explain why we identified this protein from two 
spots at a different isoelectric point. 
Stratifin (14-3-3 σ, spot 742, -2.4-fold change in spot intensity). A 14-3-3 protein (isoform 
τ) was already identified in a proteomic study on HDFs treated with tert-butylhydroperoxide in 
two new spots compared to control cells [6]. 14-3-3 σ is a p53-regulated inhibitor of G2/M 
progression [12]. 
Ribonuclease inhibitor-angiogenin complex (spot 5156, -2.3-fold change in spot intensity) 
is an inhibitor of pancreatic RNase and angiogenin and might also play a role in the modulation 
of cellular activities [13]. 
Protein disulfide isomerase (ER-60) was identified in two different spots (spot 5187a and 
5187b, -2-fold change in spot intensity). ER-60 isomerase is located in the endoplasmic 
reticulum in animal cells and is a multi-functional protein with proteolytic activity, disulfide 
bond-dependent folding activity towards peptides and transglutaminase activity [14-16]. ER-60 
facilitates the oxidative folding of glycoproteins via interaction with calnexin and calreticulin 
[17]. Hirokazu O. et al. demonstrated that the properties of the transglutaminase activity of ER-
60 are different from those of known mammalian transglutaminases which active site includes a 
cysteine residue [18]. In study of young, adult and old fibroblasts cultured in vitro, the 
abundance of ER-60 was found to increase with fibroblasts senescence [19]. 
ATPase, H+transporting, lysosomal 56/58kDa (spot 5187c, -2-fold change in spot 
intensity). H+-ATPases are ubiquitous in eukaryotic organisms, where they acidify several 
intracellular membrane compartments, including namely endosomes, lysosomes, coated 
vesicules, secretory vesicules, trans-Golgi network and multivesicular bodies [20]. 
Aldehyde dehydrogenase (ALDH) (spot 5194, -2-fold change in spot intensity) is the 
second enzyme of the major oxidative pathway of alcohol metabolism. Reactive oxygen species 
(ROS) can increase the production of cytotoxic aldehydes, which can react with cellular proteins, 
nucleic acids, and cell membranes. Reactive aldehydes are formed mainly by lipid peroxidation 
and are deleterious for mitochondrial function. ALDH2 is directly implicated in the 
detoxification of mitochondrial reactive aldehydes [21, 22]. 
TGF-β1-independent effects of H2O2 at sublethal concentration: 
Pyridoxine 5’-phosphate oxidase was identified with Hsp27 in spot 825 (4-fold change in 
spot intensity). This enzyme limits the availability of vitamin B6 (or pyridoxal 5’-phosphate). 
Some cancer cells have notable differences in vitamin B6 metabolism compared to their normal 
counterparts [23]. 
The other protein identified with Hsp27 is the mitochondrial short-chain enoyl-coenzyme 
A hydratase 1 precursor (spot 783, 2.5-fold change in spot intensity). This is a mitochondrial 
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protein which catalyses step 3 in the β-oxidation of fatty acids. Deficiency of this complex 
causes sudden unexplained infant death, Reye-like syndrome, cardiomyopathy or skeletal muscle 
myopathy [24]. 
Phosphoglycerate mutase (spot 5087, 3.3-fold change in spot intensity) catalyses the 
reversible reaction of 3-phosphoglycerate to 2-phosphoglycerate in the glycolytic pathway. Data 
from another proteomic study led to the hypothesis that an increase of the activity of glycolysis 
could counteract at least partially the age-associated decrease in the mitochondrial capability of 
ATP regeneration due to accumulation of damage in the mitochondrial membranes and the 
mitochondrial DNA [6]. Another proteomic study performed from human dermal fibroblasts 
obtained from young, adult and old patients, revealed that phosphoglycerate mutase exhibited the 
highest levels in the adult, whereas cells from young and old subjects had similar abundance of 
this enzyme [19].  
BRG1-associated factor (or BAF 53) was identified in spot 4997 (2.2-fold change in spot 
intensity). This protein is a family member of actin-related proteins (ARPs). The ARPs are 
involved in diverse cellular processes, including vesicular transport, spindle orientation, nuclear 
migration and chromatin remodeling. This protein is a 53 KDa subunit protein of the BAF 
(BRG1/brm-associated factor) complex in mammals, thought to facilitate transcriptional 
activation of specific genes by antagonizing chromatin-mediated transcriptional repression. 
Together with ß-actin, it is required for maximal ATPase activity of BRG1, and for the 
association of the BAF complex with chromatin/matrix [25]. 
26S proteasome-associated pad1 homolog (poh1), a component of regulator element 19S 
of proteasome and proteasome alpha 1 subunit were identified (spots 721, 752 and 5103 
respectively 2.2-, 3.1- and -2.8-fold change in spot intensity). Overexpression of poh 1 in yeast 
Schizosaccharomyces pombe can confer resistance to some stressful agents and UV light [26]. 
IMR-90 HDFs in H2O2-induced senescent-like phenotype contained more oxidative proteins. 
However, the activity of proteasome did not change [27]. It was observed that stable 
overexpression of subunit β1 or β5 of proteasome 20S increased its activity, which increased the 
capacity of cells to cope with different types of stress [28, 29]. A study performed with 
fibroblasts from young, adult and old patients found that the abundance of the proteasome 
subunit α3 decreased with age while subunit α5 increased [19] The two spots corresponding to 
proteasome alpha 1 subunit could represent different isoforms of this protein. 
Napsin A (spot 4965, 2.9-fold change in spot intensity) is a member of the aspartic 
protease family abundantly expressed in lung and kidney. This protease is a candidate protease 





Figure S.1: Effect of cycloheximide (CXM) on IMR-90 HDFs numbers. At 2 days after the 
beginning of 2 h-treatment with H2O2, IMR-90 HDFs were incubated for 1 day with CXM at 
2 or 10 µg / ml. Then MTT assay was performed. The results of the assays are expressed in 
percentages of the values found in control cells before treatment with H2O2 and are given as 
mean ± s.d. from three independent experiments. Statistical analysis was carried out with the 
Student’s t-test either to compare the values with the control before the treatment: NS, non 
significant (P>0.05); +, 0.05>P>0.01; ++, 0.01>P>0.001; +++, P<0.001 or to compare values 
with the respective control at 3 days after the treatment: ∗∗, 0.01>P>0.001; ∗∗∗, P<0.001. 
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Poly (rC) binding protein (spot 5217, 4.2-fold change in spot intensity) is a single-stranded 
nucleic acid binding protein that binds preferentially to oligo dC. This protein functions as 
translational coactivator of poliovirus, papillomavirus and hepatitis A virus [31]. 
Vacuolar protein sorting 28 (spot 874, 2.6-fold and 2.2- change in spot intensity) is 
involved in the endosomal sorting of cell surface receptors via a multivesicular body/late 
endosome pathway. In fact, it is one of the three subunits of the ESCRT-I complex (endosomal 
complexes required for transport) involved in the sorting of ubiquitinated proteins. 
Part 3: Analysis of the effect of cycloheximide (CXM) on IMR-90 HDFs numbers  
We hypothesised that the changes observed on 2DGE for ezrin, CaD and HSP27 
corresponded to concomitant increased neosynthesis and increased degradation of these spots. 
The abundance of ezrin, L-CaD and HSP27 was estimated at 72 h after treatment with H2O2 with 
or without inhibitor of protein translation, cycloheximide (CXM), added between day 2 and day 
3 after a 2 h-treatment with H2O2 at 150 µM. This timing corresponded to the conditions of 
metabolic labeling with [35S]-methionine used above and was used thereafter. 
 Estimation of cell number with the MTT method gave 101 ± 2.4, 94 ± 2.4 and 91 ± 2.9 % of 
cells incubated for 24 h with respectively 2, 10 and 20 µg/ml CXM, compared to control cells. 
These conditions of MTT assays were shown previously to represent an accurate estimation of 
cell numbers [32, 33]. MTT assays were also performed at 3 days after treatment with H2O2, just 
at the end of a 24 h incubation with CXM (figure S.1). Compared to day 0, the number of cells 
treated with H2O2 and with CXM was respectively similar or decreased by about 10 % at 2 or 10 
µg / ml CXM (figure S.1). 
Part 4: Analysis of the role of cdc42, rac1 and p38MAPK: setting of invalidation with 
siRNA 
Our results obtained from IMR-90 HDFs treated with H2O2 suggested that cdc42, rac1 and 
p38MAPK could play a role in senescent-like morphogenesis. To test this hypothesis, cdc42, rac1 
and p38MAPK expression were investigated using siRNA. The setting of the experimental 
conditions of invalidation with siRNA is described here. 
The rac1 and cdc42-targeting siRNA sequences were designed previously [34, 35] and 
were listed in table S.1B. For invalidation of p38αMAPK, we used a commercial mix of 4 
SMARTselection-designed siRNAs verified as targeting p38αMAPK (SMARTpool siRNA, 
Eurogentec). Negative siRNA was used as negative control. IMR-90 HDFs were transiently 
transfected with 50 nM of one of these siRNAs or incubated with Dharmafect transfection 
reagent alone for 36 h. For the reader, the transfection started at day -3 before the 2-h treatment 








Figure S.2: A: Estimation of IMR-90 HDFs transfection efficiency with rac1 siRNA. IMR-90 
HDFs were transfected with siRNA rac1 (50 nM) pre-labeled with fluorescein (green). IMR-
90 HDFs incubated with Dharmafect reagent (Dharm) or with medium alone (“medium”) 
were also analyzed. Cells were fixed after 36 h of transfection. The nuclei were stained with 
TO-PRO-3 (blue). Representative fluorescence micrographs were obtained by semi-
quantitative confocal microscopy. 
B: Western-blot analysis of cell lysates of IMR-90 HDFs transfected with 50 nM siRNAs 
targeting rac1, cdc42, p38αMAPK or negative siRNA. Proteins were extracted at 4, 6 or 8 days 
after transfection, so at day -1, 1 or 3. Rac1, cdc42 and p38αMAPK protein abundance was 




Figure S.3A: Effect of siRNA transfection on the viability of IMR-90 HDFs. 
IMR-90 HDFs were transfected with indicated siRNA, incubated with Dharmafect (Dharm) 
or incubated with medium alone (“medium”) for 36 h. MTT assay was performed at day -1, 1 
or 4. MTT assay of IMR-90 HDFS was also performed before transfection at day -3. The 
results are expressed in percentages of the values found in control cells before transfection 
(day -3) and are given as mean ± s.d. from three independent experiments. Statistical analysis 
was carried out with the Student’s t-test either to compare the values to the control cells 
before transfection (day -3): NS, non significant (P>0.05); +, 0.05>P>0.01; ++, 
0.001>P>0.001 or to the respective controls of transfection at day -1, 1 and 4 in this model of 





































































































































Protein neosynthesis, p38MAPK and cdc42 in senescence 
88 
After transfection of rac1 siRNA pre-labeled with fluorescein, confocal micoscopy allowed 
to estimate that at least 90% of IMR-90 HDFs were transfected after 36 h in presence of siRNA 
in these conditions (figure S.2A).  
A near complete reduction of rac1, cdc42 or p38αMAPK mRNA abundance was observed at 
1 day after transfection (data not shown). As for cdc42, a complete disappearance of the protein 
from the Western blots was observed at day -1. As for rac1 and p38αMAPK, more than 90 % of 
these proteins disappeared at day 1 with complete disappearance at day 3. We also verified that 
invalidating one of the protein candidates did not affect the two other candidates on days -1, 1 
and 3 (figure S.2B). 
MTT assays were performed on day -1, 1 and 4 on IMR-90 HDFs in normal conditions, 
IMR-90 HDFs incubated with Dharmafect transfection reagent for 36 h at day -3, or IMR-90 
HDFs transfected at day -3, with siRNA of rac1, cdc42 or p38αMAPK (figure S.3A). Cells in 
normal conditions, incubated with transfection reagent or transfected with negative siRNA 
proliferated equally. The proliferation of the cells transfected with rac1 siRNA was nearly totally 
abolished at day 4. No growth at all was observed as for cdc42 siRNA. A slight recovery of the 
proliferation potential was observed at day 4 with p38αMAPK siRNA. 
Then MTT assays were performed at day 4 on cells treated for 2 h with H2O2 at 150 µM at 
day 0 or not (figure S.3B). Similar results were observed for cells treated with H2O2 alone, 
incubated with transfection reagent or transfected with negative siRNA or with rac1 and 
p38αMAPK siRNA. Values lower than the control at day 0 were found for cells transfected with 
cdc42 siRNA. 
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Figure 54: Effet du traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 sur la localisation 
subcellulaire de HSP27. À 2 jours après le traitement avec H2O2, les cellules sont repiquées 
sur des couvre-objets en verre à 20.000 cellules/cm2 et fixées au jour 3 après le traitement 
avec H2O2. HSP27 est immunomarquée avec des anticorps primaires polyclonaux de chèvre 
(détection de HSP27 de l’homme, du lapin et de la souris) et des anticorps secondaires (IgG 
de lapin) marqués au fluorochrome Alexa Fluor 488. Les micrographies représentatives en 
fluorescence sont obtenues par utilisation de la microscopie confocale semi-quantitative. 
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Figure 55: Effet du traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 sur la localisation 
subcellulaire de L-CaD. À 2 jours après le traitement avec H2O2, les cellules sont repiquées 
sur des couvre-objets en verre à 20.000 cellules/cm2 et fixées au jour 3 après le traitement 
avec H2O2. L-CaD est immunomarquée avec des anticorps primaires monoclonaux de souris 
(détection de L-CaD de l’homme, du rat et de la souris) et des anticorps secondaires (IgG de 
chèvre) marqués au fluorochrome Alexa Fluor 488. Les micrographies représentatives en 





I.3. Localisation subcellulaire de HSP27 lors de la sénescence prématurée de FDHs IMR-90 
Nous avons montré au cours de ce travail que HSP27 était phosphorylée uniquement dans 
les heures qui suivent le traitement des FDHs avec H2O2. HSP27 est néosynthétisée entre le 2ème 
et le 3ème jour après ce traitement. Nous avons étudié la localisation sub-cellulaire de cette 
protéine par microscopie confocale à 3 jours après le traitement des cellules. Nous présentons ici 
des résultats représentatifs d’expériences réalisées en triplicats (figure 54).  
Nous avons montré que l’abondance totale de HSP27 ne varie pas à long terme après le 
traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Nous démontrons ici que cette protéine présente 
néanmoins une localisation subcellulaire différente dans les conditions contrôles ou de 
traitement. Elle est en effet beaucoup plus présente au niveau nucléaire ou péri-nucléaire pour les 
FDHs en sénescence prématurée. La localisation nucléiare ou péri-nucléaire de HSP27 a déjà été 
démontré pour des kératinocytes lors de l’irritation de la peau (Borrelli et al., 2002). 
I.4. Localisation subcellulaire de phospho-L-CaD lors de la sénescence prématurée de 
FDHs IMR-90 
Nous avons mis en évidence des différences de l’abondance de phospho-L-CaD dans les 
temps courts et longs qui suivent le traitement des FDHs avec H2O2. Il est connu que CaD 
s’associe avec l’actine et que la phosphorylation de CaD engendre une dissociation de ce 
complexe (Hai and Gu, 2006). Nous avons étudié la localisation subcellulaire de phospho-L-CaD 
par microscopie confocale à 3 jours après le traitement des FDHs. Nous présentons ici des 
résultats représentatifs d’expériences réalisées en triplicats (figure 55). 
Nous observons que l’abondance de phospho-L-CaD est plus élevée chez les FDHs IMR-90 en 
sénescence prématurée après traitement avec H2O2. Ceci est en accord avec les résultats obtenus par 
Western blot et présentés précédemment. La localisation de phospho-L-CaD est assez diffuse à 
travers le cytoplasme des FDHs IMR-90 mais plus dense le long des prolongements cellulaires. 
I.5. Potentiel migratoire des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée 
Par leur rôle sur la réorganisation de l’actine, Cdc42 et Rac1 sont également connues pour 
permettre la migration cellulaire (Etienne-Manneville and Hall, 2002). 
Si le potentiel migratoire des FDHs IMR-90 est altéré lors de la sénescence prématurée, 
















Figure 56: Effet de l’invalidation de Cdc42, p38αMAPK ou Rac1 sur le potentiel 
migratoire des FDHs IMR-90 à 5 jours après traitement avec H2O2. Les FDHs IMR-90 
transfectés avec les siRNA indiqués ou incubés avec du milieu seul ont été traités avec H2O2 
(150 µM) pendant 2 h et le potentiel migratoire des FDHs IMR-90 a été analysé par utilisation 
de chambres de Boyden (constituées d’une cupule délimitée par une membrane de 
polycarbonate percée de pores de 8 µM de diamètre et déposée dans une plaque de culture 
cellulaire 24 puits (2 cm2/puit)). Pour les différentes conditions, les cellules (200.000 
cellules/500 µl de milieu + 2 % sérum) ont été placées dans le compartiment supérieur et 
incubées à 37°C durant 4 h afin de permettre leur migration vers le compartiment inférieur 
contenant également du milieu + 2 % sérum. Les cellules ayant migré vers la partie inférieure 
de la chambre de Boyden ont été marquées avec de la calcéine (Calcein-AM, Molecular 
Probes) à 37°C et sous agitation. La fluorescence incorporée au sein des cellules a été détectée 
après 20 min (excitation à 485 nm – émission à 520 nm) (Fluoroskan Ascent). Les analyses 
ont été réalisées en triplicats et les moyennes sont présentées. L’analyse statistique a été 
réalisée avec le test de Student afin de comparer les valeurs obtenues avec celles du contrôle 











études supplémentaires afin de donner une partie de la réponse à cette question. En guise de 
perspective, nous avons en effet étudié le potentiel migratoire des FDHs IMR-90 en sénescence 
prématurée à 5 jours après le traitement avec H2O2 ainsi que l’implication de Cdc42, Rac1 et 
p38αMAPK dans ce processus de migration. 
Le potentiel de migration des FDHs IMR-90 a été analysé utilisant des chambres de Boyden. 
Une droite d’étalonnage est réalisée afin de déterminer la proportion de FDHs ayant migré. Des 
mises aux points ont été réalisées afin de vérifier la linéarité de migration en fonction de la 
quantité de cellules déposées dans l’insert ainsi que la linéarité d’incorporation de fluorescence 
en fonction de la quantité de cellules.  
Dans un premier temps, nous avons analysé les FDHs contrôles et traités avec H2O2 à différents 
moments après ce traitement. Les résultats étant similaires à 3, 5 ou 7 jours, nous ne présentons 
ici que les résultats obtenus à 5 jours après le traitement (figure 56). 
De manière très surprenante, les cellules en sénescence prématurée présentent un potentiel 
migratoire plus élevé que les cellules contrôles. Ceci n’a jamais été démontré dans le cadre de la 
sénescence prématurée induite par un stress avec H2O2. 
Nous sommes conscients que la différence observée entre les deux conditions n’est pas très 
élevée (moins de 2 fois), il ne faut néanmoins pas oublier que les valeurs données correspondent 
à un nombre de cellules et représente donc une activité fonctionnelle de ces cellules. 
Ces résultats étant reproductibles et statistiquement significatifs, nous avons ensuite étudié 
l’effet de l’invalidation de Cdc42, Rac1 et p38αMAPK. Les résultats obtenus lors de l’invalidation 
de ces 3 protéines démontrent qu’elles jouent des rôles différents en ce qui concerne la migration 
des FDHs IMR-90. En effet, Cdc42 semble plutôt bloquer le potentiel migratoire de ces cellules 
en sénescence prématurée sans intervenir dans les conditions contrôles. p38αMAPK joue un rôle 
inhibiteur sur la migration des cellules contrôles mais permettrait ce processus lors de la 
sénescence prématurée. Rac1, quant à elle participe uniquement à la migration des cellules en 
sénescence prématurée sans réguler ce mécanisme chez les cellules contrôles. 
I.6. Surexpression de la cavéoline 1 cytoplasmique et nucléaire chez les FDHs IMR-90 et 
implication de la cavéoline 1 dans les mécanismes de la sénescence prématurée induite par 
H2O2 
L’étude protéomique réalisée et présentée dans la première partie du travail a permis 
d’établir une liste de protéines présentant des variations de néosynthèse protéique à long terme 
(entre le 2ème et le 3ème jour) après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. D’autre part, nous 
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avons ciblé notre étude sur l’activation de Cdc42 et p38MAPK ainsi que sur la phosphorylation de 
HSP27 et la L-caldesmone dès la première heure de traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. 
Cependant les voies de signalisation mises en évidence au cours de ce travail présentent des 
points d’ombre. Par exemple, nous ne savons pas quel mécanisme permet à H2O2 d’activer 
p38MAPK ou Cdc42. De plus, d’autres voies de signalisation interviennent certainement en 
parallèle et de façon indépendante de celles qui ont été présentées dans notre étude. 
 
Afin d’approfondir ces mécanismes moléculaires, nous nous sommes tournés vers la cavéoline 1 
dans la deuxième partie de notre travail. Dans le cadre de la sénescence prématurée induite par 
un traitement sublétal avec H2O2, la cavéoline 1 nous a intéressé pour plusieurs raisons. En 2002, 
Volonté et son équipe ont montré que cette protéine joue un rôle dans la sénescence prématurée 
de fibroblastes murins transformés NIH3T3 induite par H2O2 (Volonte et al., 2002). Les auteurs 
montrent que l’abondance de la cavéoline 1 augmente dans ces conditions et est impliquée dans 
l’augmentation de la proportion de cellules pésentant une activité SA ß-gal ainsi que dans le 
blocage du cycle cellulaire en permettant l’induction de la protéine p21WAF-1. Ainsi, dans des 
cellules immortalisées, la surexpression de la cavéoline 1 semble suffisante pour induire le 
phénotype sénescent. De plus, une étude transcriptomique menée précédemment au laboratoire 
montre que l’abondance des ARNm de la cavéoline 1 augmente chez les FDHs normaux WI-38 
en sénescence réplicative et en sénescence prématurée induite prématurément par des stress 
répétés au t-BHP ou à l’éthanol (Pascal et al., 2005). En parallèle de ces données concernant la 
sénescence prématurée, la littérature révèle que Rac1 et Cdc42 peuvent interagir directement 
avec la cavéoline 1 et présentent une activité plus importante au sein des cavéoles lors de la 
sénescence réplicative de FDHs (Cho et al., 2004). L’équipe de Volonté a également montré que 
la phosphorylation de la cavéoline 1 est dépendante de p38MAPK après un traitement des 
fibroblastes murins NIH3T3 avec H2O2 (Volonte et al., 2001). Au vu de ces données de la 
littérature, nous nous sommes donc demandés si la cavéoline 1 est surexprimée dans les FDHs 
IMR-90 en sénescence prématurée induite par une concentration sublétale de H2O2. Si oui, la 
cavéoline 1 joue-t-elle un rôle quant à l’activation de Cdc42 ou de la phosphorylation de la L-
caldesmone et sa phosphorylation est-elle régulée par p38MAPK? 
Dans le manuscrit qui est présenté ci-après, nous étudions l’abondance en ARNm, l’abondance 
protéique et la localisation subcellulaire de la cavéoline 1 après traitement des FDHs IMR-90 
avec H2O2. Nous analysons ensuite l’effet de l’invalidation de la cavéoline 1 sur l’activation de 
Cdc42 et sur la phosphorylation de la L-caldesmone ainsi que l’effet de l’invalidation de p38MAPK 
sur la phosphorylation de la cavéoline 1. 
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Senescent human diploid fibroblasts (HDFs) obtained after serial subcultivation display 
typically enlarged cell shape, senescence associated ß-galactosidase activity (SA ß-gal), 
changes in the expression level of many genes and irreversible growth arrested [1-4]. HDFs 
treated with sublethal concentrations of hydrogen peroxide (H2O2) or tert-butylhydroperoxide 
(t-BHP) display markers of senescence within two or three days after the stress [5-10]. This is 
stress-induced premature senescence (SIPS) [11]. 
Caveolin 1 (Cav1) is the principal structural component of caveolae membrane domains and 
is a scaffolding protein able to concentrate and organize signaling molecules within the 
caveolae [12,13]. 
Both N- and C- terminal domains of Cav1 face the cytoplasm and are accessible for 
interactions with cytoplasmically oriented molecules [14]. Cav1 mediates the inhibition of 
Erk and PI3K proteins in NIH3T3 fibroblasts under cell detachment [15] or induces Akt 
activation in mesangial human cells in presence of H2O2 [16,17]. 
Overexpression of Cav1 induces premature cellular senescence in primary cultures of murine 
fibroblasts [18]. In NIH3T3 murine fibroblasts and in endothelial cells treated with H2O2, 
p38MAPK is involved in the phosphorylation of Cav1 [19,20]. 
We show herein that Cav1 abundance is increased in cytoplasm and nucleus of IMR-90 fetal 
lung HDFs in H2O2-induced premature senescence. We used siRNA to down-regulate Cav1 in 
order to test whether Cav1 is involved in premature senescence. siRNA were used to down-
regulate p38!MAPK and to study its role in the phosphorylation of Cav1 observed during 
treatment with H2O2. 
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5’- CGCACACCAAGGAGATCGA -3’ 





5’- ACCCACTCCTCCACCTTTGAC -3’ 
5’- GTCCACCACCCTGTTGCTGTA -3’ 
NM_002046 
 




siGENOME SMART pool M-003467-01, Human Cav1, NM_001753 
Sense sequence 1 CUAAACACCUCAACGAUGAUU 
Antisense sequence 1 5’-PUCAUCGUUGAGGUGUUUAGUU 
Sense sequence 2 GCAGUUGUACCAUGCAUUAUU 
Antisense sequence 2 5’-PUAAUGCAUGGUACAACUGCUU 
Sense sequence 3 AUUAAGAGCUUCCUGAUUGUU 
Antisense sequence 3 5’-PCAAUCAGGAAGCUCUUAAUUU 
Sense sequence 4 GCAAAUACGUAGACUCGGAUU 
Antisense sequence 4 5’-PUCCGAGUCUACGUAUUUGCUU 
 
siGENOME SMART pool M-003512-05, Human MAPK14 (p38αMAPK), NM_001315 
Sense sequence 1 CAAGGUCUCUGGAGGAAUUUU 
Antisense sequence 1 5’-PAAUUCCUCCAGAGACCUUGUU 
Sense sequence 2 GUCAGAAGCUUACAGAUGAUU 
Antisense sequence 2 5’-PUCAUCUGUAAGCUUCUGACUU 
Sense sequence 3 CGGCUUAUCUCAUUAACAGUU 
Antisense sequence 3 5’-PCUGUUAAUGAGAUAAGCGGUU 
Sense sequence 4 GUCCAUCAUUCAUGCGAAAUU 
Antisense sequence 4 5’-PUUUCGCAUGAAUGAUGGACUU 
 




Cell culture, stress and stimulation 
IMR-90 human fetal lung diploid fibroblasts (HDFs) were grown in minimum essential 
medium (MEM) (Gibco, UK) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, UK). 
IMR-90 HDFs at about 50% of in vitro proliferative life span (27 population doublings) were 
seeded at a density of 24 x 103 cells / cm2. One day later, cells were treated for 1 or 2 h with 
150 µM of H2O2 (Merck, Germany) diluted in MEM + 10% FBS. A 2 h incubation with H2O2 
represents a sublethal treatment [6,21-23]. Controls cells were incubated in culture medium 
alone. After treatment, IMR-90 HDFs were washed twice with cold phosphate buffer saline 
pH 7.4 (10 mM phosphate, 0.9% NaCl) (PBS) and incubated with fresh MEM + 10% FBS. 
The appearance of biomarkers of senescence was checked (decrease of the proliferative 
potential and increase in SA ß-gal-staining) [6,21,22] from the 2nd to the 3rd day after 
treatment. 
RT-real time PCR 
RNA extraction, choice of the sequences of primers and RT-real time PCR was 
performed as detailed in [22]. Sequences of the primers can be found in table 1A. The 
abundance of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA was used as a 
reference for semi-quantification with the classical “""CT method” [24]. 
Western blots 
Extraction of total proteins was performed as detailed in [22]. Extraction of nuclear 
proteins: cells were washed with PBS, scraped in hypotonic lysis buffer (Hepes 10 mM pH 
7.9, KCL 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM (all from Merck, Germany), NP-40 0.5 % 
(Sigma Aldrich, USA), DTT 1 mM (Amersham GE Healthcare, Sweden), and protease 
inhibitor), passed through a loose fitting Dounce homogenizer, and centrifuged at 3,000 rpm 
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 for 3 min. Pellet (nuclear fraction) was washed with hypotonic lysis buffer before 
resuspension in the same buffer and sonication. 
Western blots were performed as described in [22] using these antibodies: anti-
caveolin1 mouse IgG, anti-phospho-caveolin1 mouse IgG (BD Transduction Laboratories, 
Belgium), anti-caveolin1 rabbit IgG, anti-phospho-Akt (Ser 473) rabbit IgG, anti-Akt rabbit 
IgG, anti-phospho-Erk1/2 (Thr 202/Tyr 204) rabbit IgG, anti-Erk1 mouse IgG, anti-Erk2 
mouse IgG, anti-phospho-L-CaD (Ser 789) rabbit IgG (Cell signaling, USA), anti-Histone H1 
mouse IgG, anti-p21 mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA), anti-!-tubulin mouse IgG 
(Clone B-5-1-2, Sigma Aldrich, USA) and horseradish peroxidase-linked secondary 
antibodies (anti-mouse antibodies: Amersham GE Healthcare, Sweden). !-tubulin and 
Histone H1 were used as reference protein for respectively total and nuclear cell lysates 
analysis. Triplicates were performed. 
Confocal microscopy 
Cells were seeded at 20,000 cells/cm2 in MEM + 10 % FBS on a glass cover slide. One 
day later, cells were fixed with paraformaldehyde 3 % (Sigma Aldrich, USA). Cells were 
permeabilized with triton X-100 1 %. Specific mouse antibody Cav1 was added followed by 
the specific Alexa Fluor 488 anti-mouse conjugate antibody (Molecular Probes, USA). To 
visualize the nucleus, cells were incubated with TO-PRO-3 (ICN, USA)). The glass cover 
slides were mounted in Mowiol (Sigma, USA) and observed with a TCS confocal microscope 
(Leica, Germany) at constant multiplier. Triplicates were performed. 
siRNA transfection 
The siGENOME SMARTpool siRNA reagent M-003467-01 or M-003512-05 from 
Dharmacon (Belgium) were used to down-regulate the expression of Cav1 and p38!MAPK, 
respectively. The sequences of siRNA are provided (table 1B) and are guaranteed by the 
manufacturer. Non-targeting oligoribonucleotides (OR-0030-neg, Eurogentec, Belgium) were 
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 used as negative control. IMR-90 HDFs were seeded at half-confluency (20 x 103cells / cm2). 
One day later, the cells were transfected for 36 h, starting at day -3 before treatment with 
H2O2, with siRNA at 50 nM in MEM medium using Dharmafect transfection reagent. Cells 
were plated at day -1 before treatment with H2O2 (figure 2A). Cell viability was evaluated 
using the classical 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide reduction 
assay (MTT) (Sigma Aldrich, Germany) [25]. 
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Figure 1: Effect of a treatment of IMR-90 HDFs with H2O2 at 150 µM for 2 h on Cav1 mRNA abundance, protein 
abundance, and subcellular localization. 
A: Cav1 mRNA abundance at increasing times after treatment with H2O2. The abundance of GAPDH mRNA was used as 
a reference. The results are expressed in percentages of control cells before treatment and are given as the mean ± s.d. of 
three independent experiments. As for statistical analysis, a student’s t-test has been performed. NS, non significant 
(P<0.05); ∗, 0.05>P>0.01. 
B: phospho-Cav1 and Cav1 protein abundance at increasing times after treatment with H2O2. α-tubulin protein 
abundance was used as loading control. Analyses were performed in three independent experiments. Representative 
results are shown. 
C: Analysis of subcellular localization of Cav1. IMR 90-HDFs were treated for 2 h with H2O2 at 150 µM and were fixed 
3 days later and the Cav1 subcellular localization was detected using a specific antibody (green). The nuclei were stained 
with TO-PRO-3 (blue). 
D: Analysis of Cav1 cytoplasmic and nuclear protein abundance. IMR 90-HDFs were treated for 2 h with H2O2 at 150 
µM. Total proteins or nuclear proteins were extracted at 1 day after the treatment from control and treated cells. α-
tubulin or histone H1 were used as loading control respectively for cytoplasmic or nuclear extracts. Analyses were 
performed in three independent experiments. Representative results are shown. 
  
Results 
Increased abundance of total and phosphorylated Cav1 after treatment of IMR-90 
HDFs with H2O2 at sublethal concentration 
IMR-90 HDFs were treated for 2 h with H2O2 at 150 µM. This represents a sublethal 
treatment as shown earlier [5,6,21]. After the treatment with H2O2 at day 0, the cells exhibited 
a decrease of proliferative potential from day 2 to 3 and an increase in proportion of cells 
stained positive for SA ß-gal at 3 days after the treatment, indicating that the cells underwent 
senescence [1,6,21,22](data not shown). 
No difference for Cav1 mRNA abundance could be detected by RT-real time PCR from 
4 h to 3 days after the 2 h-treatment with H2O2, except a slight decrease at one day after 
treatment (figure 1A). As for Cav1 total protein abundance, Western blots showed an increase 
from 1 day to 3 days after treatment with H2O2, compared to non-treated controls (figure 1B). 
From day 1 to day 3 after the treatment with H2O2, the phospho-Cav1 abundance increased in 
parallel to the total abundance of Cav1. Independently of these variations, H2O2 induced the 
phosphorylation of Cav1 after 1 and 2 h of treatment and for 8 h after treatment with H2O2, 
compared with non-treated controls. 
Nuclear localization of Cav1 in IMR-90 HDFs 
Cav1 is often described as a plasma membrane protein [26]. We analyzed the 
subcellular localization of Cav1 at day 1 and 2 after H2O2 treatment. Surprisingly, the analysis 
of immuno-labeled Cav1 showed a cytoplasmic and a nuclear localization in IMR-90 HDFs 
(figure 1C). An increase in the protein abundance was also observed, confirming the Western 
blots analysis presented at figure 1B. 
To confirm the localization of Cav1, we analyzed cytoplasmic and nuclear extracts by 
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Figure 2: Specific silencing of Cav1 siRNA and effect of siRNA transfection on the viability of IMR-90 HDFs. 
A: Schematic representation of the experimental schedule for IMR-90 HDFs transfection with siRNA and treatment with H2O2. 
B: mRNA abundance of Cav1 in IMR-90 HDFs transfected with 50 nM siRNAs targeting Cav1 or with negative siRNA. IMR-90 HDFs 
incubated with Dharmafect (Dharm) or with medium alone (“medium”) were also analyzed. Total RNA was extracted at 1 day after 
transfection. GAPDH mRNA abundance was used as a reference. The results are expressed in percentages of the values found in control 
“medium” and are presented as the mean ± s.d. from three independent experiments. As for statistical analysis, a Student’s t-test was 
performed to compare values with the control medium: +++, P<0.001. 
C: Western-blot analysis of IMR-90 HDFs cell lysates transfected with 50 nM siRNAs targeting Cav1 or with negative siRNA. Proteins 
were extracted at day -1, 1 or 3. IMR-90 HDFs incubated with Dharmafect (Dharm) were also analyzed at day 3. α-tubulin protein 
abundance was used as loading control. Analyses were performed in three independent experiments. Representative results are shown. 
D: IMR-90 HDFs were transfected with indicated siRNA, incubated with Dharmafect (Dharm) or incubated with medium alone for 36 h. 
MTT assay was performed before transfection at day -3 and at day 4. The results are expressed in percentages of the values found in 
control cells before transfection (day -3) and are given as the mean ± s.d. from three independent experiments. Statistical analysis was 
performed with the Student’s t-tests either to compare the values with the control before transfection (day -3): +, 0.05>P>0.01; ++, 
0.01>P>0.001 or to compare values with the controls transfection at day 4: NS, non significant (P>0.05). 





Time Day 1 
H2O2 - + - + - + - + 
siRNA Cav1 + + - - + + - - 
Cav1  






B IMR-90 HDFs morphology 
 
 Day 0 Ctrl day 3 H2O2 day 3 
Neg 
siRNA 








Figure 3: A: Western-blot analysis of total or nuclear lysates of IMR-90 HDFs transfected with 50 
nM siRNAs targeting Cav1 or incubated with medium alone.  
Proteins were extracted at day 1 and α-tubulin or histone H1 were used as loading control respectively 
for total cell or nuclear extracts. Analyses were performed in three independent experiments. 
Representative results are shown. 
B: Morphology of IMR-90 HDFs before treatment with H2O2 (day 0) and at day 3 after the 2 h-
treatment with H2O2. IMR-90 HDFs were transfected with indicated siRNA for 36 h. Representative 








 increased the abundance of Cav1 in the nuclear and cytoplasmic extracts. !-tubulin was used 
as cytoplasmic protein marker and was absent in the purified nuclear extracts. Histone H1 was 
detected as nuclear marker and was not detected in the cytoplasmic extracts. These results 
were obtained with two different anti-Cav1 specific antibodies directed towards different 
antigenic areas of Cav1 sequence. To our knowledge, this is the first time that nuclear 
localization of Cav1 is reported in human fibroblasts. The siRNA analysis presented beneath 
further confirmed these results. 
Down-regulation of Cav1 expression 
Since Cav1 is overexpressed after treatment with H2O2 and thus potentially regulates 
premature senescence, we used specific siRNA to down-regulate Cav1 expression and studied 
the potential effects of this down-regulation on H2O2-induced premature senescence. The 
experimental procedure is depicted in figure 2A. Cav1 mRNA abundance decreased by 90.6 ± 
5.9 % or by 96.8 ± 5.5 % compare to cells before the transfection at 2 days or 4 days after the 
beginning of transfection (day -1 or day 1 in figure 2A) (figure 2B). However, 6 days after the 
beginning of the transfection (day 3 in figure 2A) were necessary before Cav1 protein 
vanished (figure 2C). Transfection of IMR-90 HDFs with Cav1 siRNA did not significantly 
reduce the cell number at 6 days after the beginning of the transfection (day 4 in figure 2A), 
which suggests absence of cell death after transfection (figure 2D). Then, we treated cells 
with H2O2 at day 3 after transfection. In presence of Cav1 siRNA, no Cav1 protein could be 
detected neither in cytoplasmic nor in nuclear extracts after treatment with H2O2 or not (figure 
3A). These results were obtained with two specific antibodies anti-Cav1 directed towards 
different antigenic areas of Cav1 sequence. These observations after down-regulation of Cav1 
with siRNA confirmed that the protein detected in the nuclear extracts is indeed Cav1.  
Cav1 siRNA does not alter premature senescence of HDFs 
101
  
 “Medium” Dharm siRNA neg siRNA Cav1 
A [3H]-thymidine incorporation 
(% of control) 25% ± 12% 21% ± 7% 21% ± 5%
 23% ± 8% 
B SA ß-gal activity 
(fold-increase of positive cells) 
(Ctrl: 10 ± 2.9%) 
5.2 ± 2.6 5.1 ± 1.5 3.5 ± 0.5 3.2 ± 0.0 
C p21WAF-1 mRNA abundance 
(fold-increase) 10.3 ± 0.8 4.7 ± 0.1 4.2 ± 0.1 7.2 ± 2.7 
D TGF-ß1 mRNA abundance 
(fold increase) 2.3 ± 0.8 2.2 ± 0.1 2.2 ± 0.1 1.9 ± 0.5 
 
Table 2: Effect of Cav1 down-regulation on markers of premature senescence induced by H2O2. At day 
-3, IMR-90 HDFs were transfected with indicated siRNA, incubated with Dharmafect (Dharm) or with 
medium alone (“medium”) for 36 h. Cells were treated with H2O2 at 150 µM for 2 h at day 0. 
A: Estimation of proliferative potential of IMR-90 HDFs: incorporation of [3H]-thymidine (1 µCi/ml) 
into DNA was measured between the day 2 and 3. Data were reported to protein abundance obtained 
before incubation with [3H]-thymidine. Then, the results are reported to control cells (“medium”). 
Percentages between control and treated cells are given as the mean ± s.d. from 3 independent 
experiments. 
B: Proportion of cells positive for SA ß-gal activity was determined at day 3. The ratios between 
control and treated cells are given as the mean ± s.d. from 3 independent experiments. 
C and D: p21WAF-1 and TGF-ß1 mRNA abundance estimated at day 1. The abundance of GAPDH 
mRNA was used as reference. The results are reported to the control cells before the transfection and 
ratios between control and treated cells are given as the mean ± s.d. from 3 independent experiments. 
 
  
A. Effect of p38αMAPK siRNA on total and phospho-Cav1 
abundance after 1 h of treatment with H2O2 
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C. Effect of Cav1 siRNA on p-Erk and p21WAF-1 protein abundance at day 1 
after treatment with H2O2 
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Figure 4: A: Effect of p38αMAPK down-regulation with siRNA on phospho-Cav1 and Cav1 protein abundance 
during treatment with H2O2. IMR-90 HDFs were transfected with indicated siRNA, incubated with Dharmafect 
(Dharm) or with medium alone. Proteins were extracted after a 1 h-treatment with H2O2.B: Effect of a treatment of 
IMR-90 HDFs with H2O2 at 150 µM for 2 h on total and phosphorylated Akt and Erk protein abundance at 
increasing times after treatment with H2O2. α-tubulin protein abundance was used as loading control. Analyses 
were performed in three independent experiments. Representative results are shown. 
C: Effect of Cav1 down-regulation with siRNA on p21WAF-1 protein abundance after treatment with H2O2. IMR-90 
HDFs were transfected with indicated siRNAs, incubated with Dharmafect (Dharm) or with medium alone. 
Proteins were extracted at day 1 after the 2 h-treatment with H2O2. α-tubulin protein abundance was used as a 
loading control. Analyses were performed in three independent experiments, representative results are shown. 
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 Cav1 was described to affect the morphology and growth arrest of NIH3T3 murine 
fibroblasts treated with H2O2 [18]. Since Cav1 total abundance and phospho-Cav1 abundance 
increased after treatment with H2O2, we investigated whether Cav1 was involved in premature 
senescence in IMR-90 HDFs. At 3 days after treatment with H2O2 at sublethal concentration, 
IMR-90 HDFs showed a senescent-like morphology (figure 3B) [5,6,27]. Cav1 down-
regulation did not block this morphological change (figure 3B) nor the actin and paxillin 
distribution normally seen after the treatment (data not shown) [27]. 
Cav1 down-regulation did not alter the sharp decrease in [3H]-thymidine incorporation 
into DNA, nor the increase in the proportion of SA ß-gal positive HDFs, all normally 
observed after treatment with H2O2 at sublethal concentration. The representative results are 
detailed in table 2. 
Activation of the p38!MAPK pathways is required to induce the tyrosine phosphorylation of 
Cav1 
p38MAPK is phosphorylated during treatment of IMR-90 with H2O2 [21,22]. In murine 
NIH3T3 fibroblasts, tyrosine phosphorylation of Cav1 after treatment with H2O2 at 5 mM for 
20 min is reversible and dependent on p38MAPK and c-Src kinase [19]. We investigated the 
involvement of p38!MAPK protein in the abundance of phosphorylated Cav1 during treatment 
of IMR-90 HDFs with sublethal concentration of H2O2 (figure 4A). p38!
MAPK down-
regulation decreased the abundance of phospho-Cav1 without change in the total amount of 
Cav1. 
In other in vitro human models, Cav1 can induce the phosphorylation of Akt and Erk 
[15]. Thus, we checked whether phosphorylation of Akt and Erk is observed after sublethal 
treatment of IMR-90 HDFs with H2O2. The phosphorylation of Erk and Akt increased from 8 
h to 3 days after treatment with H2O2 compared to control cells, without change in the total 
abundance of these proteins (figure 4B). Cav1 siRNA did not alter the change of abundance 
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 of phospho-Akt and phospho-Erk after treatment with H2O2 (data not shown). In presence of 
Cav1 siRNA, the abundance of p21WAF-1 was still sharply increased at 1 day after treatment 
with H2O2 (figure 4C). This is interesting since it has been described that overexpression of 
Cav1 leads to overexpression of p21WAF-1 in NIH3T3 fibroblasts, which is reduced in presence 




Treatment of IMR-90 HDFs with a sublethal concentration of H2O2 induces premature 
senescence. p38MAPK is activated in IMR-90 HDFs by a sublethal concentration of H2O2 [6]. 
Nothing has been published so far as for a role of Cav1 in premature senescence of normal 
HDFs. We showed that the abundance of phosphorylated Cav1 is increased during treatment 
with H2O2 and for at least 3 days after treatment with H2O2 while total Cav1 abundance is 
increased from 1 to 3 days after treatment. In HDFs, in contrast to NIH3T3 murine cells, 
Cav1 did not seem to regulate cell survival, irreversible growth arrest, increase of percentage 
of SA-ß gal positive cells, increase abundance of p21WAF-1 mRNA and protein, increased of 
TGF-ß1 mRNA abundance, activation of Erk1/2 and Akt, nor senescent morphogenesis 
observed in H2O2-induced premature senescence. We demonstrated that p38!
MAPK is involved 
in the phosphorylation of Cav1 after a 1 h of treatment with H2O2. Other studies revealed that 
this H2O2-induced Cav1 phosphorylation was reversible upon H2O2 withdrawal. In contrast, 
we showed that the phosphorylation of Cav1 is sustained after the 2 h-treatment of IMR-90 
HDFs with H2O2. Even if Cav1 is not increased in short times after the H2O2 treatment, the 
phosphorylation status represent a important changes that could allow this protein to be 
involved in the activation or inhibition of numerous mechanisms occurring after this 
treatment. 
The major finding of this study is that Cav1 can be localized in the nucleus of HDFs as 
evidence by immunofluorescence, Western blot, cells fractionation and siRNA experiments. 
We did not find a putative nuclear localization signal in the Cav1 sequence. However, it has 
already been demonstrated that Cav1 can be localized in the nucleus of ovarian carcinoma 
cells in association with nuclear matrix and chromatin, as well as in endothelial cells in 
association with receptors internalized through caveolae-mediated endocytosis [28-30]. In 
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 ovarian carcinoma cells, Cav1 appears to bind promoter sequences of genes required for 
proliferation, such as cyclin D1 and to negatively regulate the transcription of cyclin D1 [28]. 
However, cyclin D1 mRNA increases in replicative senescence and in UVB-induced 
premature senescence of HDFs [31-34]. Cav1 could regulate the transcription of others genes 
in IMR-90 HDFs. It has been hypothesized that soluble Cav1 embedded in a lipid particle can 
enter the cytoplasm [35]. Cav1 charged with cholesterol and detached from caveolae might 
translocate to the nucleus simply by diffusion or in association with a chaperone protein. 
Indeed, the Cav1 carboxy-terminal peptide (aa 135-150) shows sequence similarity to the 
third helix of the homeodomain consensus sequence, such as transcription factors HOXA-5, 
to diffuse through all cell membranes [36,37]. Alternatively, Cav1 might be retro-transported 
to the nucleus through association with vesicles or lipid droplets moving along microtubules 
toward their minus-ends driven by the dynein molecular motor [38]. 
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II. Etude de la variation d’abondance des protéines membranaires ou 
associées aux membranes lors de la sénescence prématurée par un traitement 
sublétal avec H2O2. 
Dans la première partie de ce travail, nous avons montré que le TGF-ß1 n’est pas la seule 
protéine régulant l’établissement de la sénescence prématurée induite par un stress avec H2O2. 
Nous avons en effet mis en évidence la néosynthèse de protéines, entre le 2ème et le 3ème jour 
après le traitement avec H2O2 lorsque les FDHs IMR-90 sont incubés avec un anticorps 
neutralisant le TGF-ß1. Certaines de ces protéines jouent un rôle dans la stabilisation du 
cytosquelette d’actine. Nos résultats suggèrent qu’il existe un lien entre p38αMAPK et Cdc42 à 1 h 
après le début du traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Nous avons également montré que la 
cavéoline 1 est surexprimée à la fois dans le cytosol et dans les noyaux essentiellement 1 jour 
après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. L’augmentation de la phosphorylation de la 
cavéoline 1 a été montrée dépendante de p38MAPK. 
Néanmoins, l’étude protéomique présentée précédemment ne renseigne que sur une série 
de protéines, essentiellement hydrophiles, présentes au sein des FDHs IMR-90 après le 
traitement avec H2O2. Le protéome d’une culture cellulaire à un moment précis est cependant 
beaucoup plus complexe. Nous avons donc décidé d’entreprendre une seconde étude 
protéomique afin de nous tourner vers les variations d’abondance de protéines plus hydrophobes 
que les protéines étudiées lors de la première étude protéomique. 
 
Au cours de cette troisième partie du travail, nous nous sommes focalisés sur les protéines 
membranaires ou associées aux membranes qui présentent des variations d’abondance à 3 jours 
après le traitement avec H2O2. En effet, par sa localisation, cette classe de protéines joue un rôle 
important dans la signalisation cellulaire, le contact entre cellules ou encore le transport de 
molécules entre la cellule et son milieu extra-cellulaire et inversement. Cependant, malgré leur 
rôle dans de tels processus biologiques, les protéines membranaires sont techniquement difficiles 
à analyser. Ceci est lié à leur nature à la fois hydrophile et hydrophobe, leur faible niveau de 
solubilisation et leur faible abondance (Rabilloud, 2003). Dans un premier temps, nous avons 
donc réalisé les mises au point nécessaires à l’extraction de protéines membranaires ou associées 
aux membranes. Ensuite, nous avons utilisé la technique de marquage de protéines à l’aide de 
cyanines fluorescentes afin de visualiser sur gels à deux dimensions uniquement les protéines qui 
présentent une variation de niveau d’abondance à 3 jours après le traitement des FDHs IMR-90 
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avec H2O2. Ces résultats permettent donc de nous tourner vers des protéines plus hydrophobes 
que les protéines étudiées lors de la première étude et ainsi de compléter la liste des candidats 
impliqués dans l’établissement de la sénescence prématurée. Parmi les protéines identifiées, nous 
nous tournerons vers l’annexine A2 car cette protéine peut être localisée en membrane plasmique 
et pourrait être responsable du recrutement en membrane d’autres protéines, comme Rac1. Dans 
l’article suivant, nous présentons les résultats obtenus au cours de cette analyse. 
 
Le matériel supplémentaire de cet article est présenté à la page 118 du manuscrit. 
La table S2 du matériel supplémentaire concernant les données obtenues en spectrométrie de 
masse est présentée en annexe 2 à la page 244 du manuscrit. 
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Abstract
Human diploid fibroblasts undergo premature senescence after treatment with sublethal concentration of H2O2. We report the first
proteomic study of microsomal proteins in the context of H2O2-induced premature senescence by using 2D-DIGE approach. Twelve
different proteins with altered abundance at day 3 after treatment with H2O2 were identified. Among them, we demonstrated a re-local-
ization of annexin A2 in plasma membrane.
! 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction
At 72 h after treatment with oxidative agents like
H2O2 at subcytotoxic concentration, normal human dip-
loid fibroblasts (HDFs) undergo stress-induced prema-
ture senescence (SIPS) (Brack et al., 2000). A
proteomic analysis based on 2-dimensions gel electro-
phoresis (2DGE) was previously performed on total cell
extracts to identify proteins involved in tert-butylhydro-
peroxide- and ethanol-induced premature senescence of
HDFs (Dierick et al., 2002a,b), showing that SIPS can
be studied by proteomic analyses. Proteins can also be
pre-fractionated based namely on subcellular location,
isoelectric point and/or molecular weight, etc. Pre-frac-
tionation allows enrichment of the selected proteins
(Bae et al., 2003). Membrane proteins are technically
difficult to analyze due to their dual hydrophilic and
hydrophobic nature, intrinsic low solubilisation level
and generally low abundance (Rabilloud, 2003). In order
to gain more insight into the changes of membrane pro-
teins abundance potentially taking place in SIPS, we
wished to study the proteome of microsomes of IMR-
90 HDFs in H2O2-induced premature senescence using
two-dimensional difference in gel electrophoresis (2D-
DIGE).
2. Materials and methods
2.1. Cell culture, stress and stimulation
IMR-90 fetal lung HDFs (ATCC) were grown in mini-
mum essential medium (MEM) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) (Gibco). Premature senescence
was induced by a 2-h treatment with 150 lM of H2O2
(Merck) diluted in MEM + 10% FBS, as previously
described (Frippiat et al., 2001).
0531-5565/$ - see front matter ! 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.exger.2008.01.003
Abbreviations: 2DGE, 2-dimensions gel electrophoresis; DTT, dithio-
threitol; FBS, fetal bovine serum; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase; HDF, human diploid fibroblast; IgG, immunoglobulin G;
MEM, minimum essential medium; mRNA, messenger ribonucleic acid;
NP-40, nonidet P-40; O.D., optical density; SA b-gal, senescence associ-
ated-b galactosidase activity.
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2.2. Microsomal proteins isolation
IMR-90 HDFs were washed and harvested in cold PBS
pH 7.4, with sucrose/immidazol buffer (immidazol 3 mM
pH 7.5 (Merck), sucrose 17 mM). Cells were homogenized
in a Dounce homogenizer. Lysates were fractionated by
differential centrifugation at 1700; 25,000; and
40,000 rpm, respectively, to pellet nuclear, mitochondria/
lysosomal and microsomal fractions. Enriched microsomes
fractions were resuspended in ASB-14 buffer (ASB-14 10%
(Amersham GE Healthcare), Tris 5 mM (Merck)), and
sonicated. Samples were diluted 5-fold with a DIGE Label-
ing buffer (Triton X-100 2.5%, urea 7 M, thiourea 2 M, Tris
30 mM, pH 8.5). Insoluble material was removed by centri-
fugation at 13,000 rpm. Microsomal proteins were isolated
from three independent experiments with control and pre-
maturely senescent IMR-90 HDFs.
2.3. 2D-DIGE
Proteins from microsomal fractions were labeled with
the CyDyes DIGE fluors developed for fluorescence in
2D DIGE technology (supplementary (S) Fig. S1). The first
dimension separation was done with Immobiline DryStrips
providing a continuous pH 3–11 gradient. Isoelectric focus-
ing (IEF) was performed on an IPGphor isoelectric focus-
ing system (Amersham GE Healthcare), according to the
manufacturer’s instructions. Gels were scanned with
Typhoon 9400 imager in fluorescence mode to visualize
cyanin-labeled proteins and were analyzed using DeCyder
Differential Analysis Software v6.0 (Amersham GE
Healthcare).
2.4. Proteins identification
A preparative 2DGE was performed using 300 lg of
unlabeled proteins, fixed and stained with Ruthenium II
solution synthesized according to (Rabilloud et al., 2001).
Spots were excised from gel with automated Ettan Spot
Picker (Amersham GE Healthcare) following the manufac-
turer’s instructions. Nano-LC-QTOF-MSMS was used to
analyze peptides obtained by trypsin digestion. Peptides
were separated prior MS on a nano C18 column (Atlatis,
75 lM, 150 mm, 3 lm NanoEase column; Waters). The
micro-sequence of peptides was obtained by using a Cap-
LC coupled to a Q-time-of-flight instrument (Waters).
Mass spectra were acquired using the MassLynx 4.0 soft-
ware (Waters). Data were used to identify protein candi-
dates by sequences similarity against available human
protein database using an in-house Mascot search server
(version 2.0) (Matrix Sciences) and human protein
database.
2.5. 1D Western blot analysis
Cell lysis buffer contained Tris–Hcl, pH 7.4, 10 mM,
NaCl 100 mM, glycerol 10% (Merck), NP-40 1%
(Sigma–Aldrich), SDS 0.1% (MP Biomedicals), deoxyco-
late 0.5% (Merck), DTT 2 mM (Amersham GE Health-
care), proteases inhibitors cocktail 4% (Roche) and
phosphatases inhibitors buffer 4% containing Na3VO4,
NaF 1 M (Merck), p-nitrophenylphosphate 1 M and glyc-
erol 2-phosphate disodium salt hydrate 1 M (Sigma–
Aldrich). Western blots were performed as described in
Frippiat et al. (2001) using these antibodies: anti-annexin
A2 mouse IgG (BD Transduction Laboratories), anti-a-
tubulin mouse IgG (Clone B-5-1-2, Sigma–Aldrich). a-
Tubulin was the reference protein to normalize the results
of total cell lysates.
2.6. Semi-quantitative RT-real time PCR analysis
Total RNA was extracted (RNAgents, Total RNA Iso-
lation System, Promega). Starting from 2 lg total RNA,
mRNA was retrotranscribed using oligo-dT12–18, dNTP
and SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen).
Primers were determined by using the Primer Express 1.5
software (Applied Biosystems) (Table S1). Real time PCRs
were performed as described in (Debacq-Chainiaux et al.,
2005). Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAP-
DH) was used as transcript of reference.
2.7. Confocal microscopy
HDFs were seeded at 20,000 cells/cm2 in MEM + 10%
FBS on glass cover slide. At 24 h after seeding, cells were
fixed and permeabilized with methanol 80% and acetone
20% (Merck). Specific mouse antibody ANXA2 was added
following by the specific Alexa Fluor 488 anti-mouse con-
jugate antibody (Molecular Probes). To visualize the
nucleus, cells were incubated with TO-PRO-3 (ICN).
2.8. Study of ANXA2 abundance by 2DGE and fluorescent-
based ECL Plex Western blotting detection
Twenty-five micrograms of proteins from microsomal
extracts were labeled with cyanine dyes Cy3. Fifty micro-
grams of non-labeled proteins from microsomal extracts
were added for the samples and diluted with a double vol-
ume of sample buffer. Insoluble material was removed by
centrifugation (13,000 rpm). Proteins were blotted onto a
hybond ECL (low fluorescent polyvinyldiene difluoride)
membrane which were incubated with the specific mouse
annexin A2 primary antibody (dilution 1:250 in PBST-
BA), and incubated with secondary antibody, ECL Plex
goat-a-mouse IgG-Cy5 (dilution 1:2500 in PBST-BA)
before to scanning. The images were analyzed using the
ImageQuant TL Control Centre software with the Arrays
Analysis module. For normalization, we took optical den-
sity of 10 spots which normalized ratio between both con-
ditions obtained in 2D-DIGE analysis was around 1.0
without significant variation. The ratios of optical densities
between both conditions were calculated for each spot
detected with cyanines.
354 A. Chre´tien et al. / Experimental Gerontology 43 (2008) 353–359
112
3. Results
3.1. Analysis of microsomal proteins of IMR-90 HDFs in
H2O2-induced premature senescence
The main biomarkers of senescence were found as previ-
ously checked (Frippiat et al., 2001): decrease of prolifera-
tive potential from day 2 to day 3 after treatment and SA
b-gal at 3 days after H2O2 treatment. Protein from three
independent cultures of H2O2-treated and control HDFs
labeled with either Cy3 or Cy5 dyes and internal standard
labeled with Cy2 were mixed and resolved on 2DGE. The
three gels were run together (Fig. S1A). A total of ±1500
spots were located on each gel. Only those variations with
a minimum ratio of 1.5-fold and p values of Student’s test
60.05 between both conditions were kept, representing 14
more intense and 19 less intense protein spots in H2O2-trea-
ted cells compared to control cells (Table 1 and Fig. S1B).
On the preparative gel, 23 of these 14 + 19 spots could be
cherry-picked for MS analysis, of which 17 were success-
fully identified (Table S2). This represented 12 different
protein species since several spots contained the same pro-
tein. The average changes in both conditions for these spots
is shown in Fig. S2. Many of the proteins identified are not
known to be microsomal (Table 1); however, they can asso-
ciate with membrane proteins (see supplementary material
online).
Some spots corresponded to a mix of two proteins, like
spots 1842, 1866, 1879, 1915 and 1979 corresponding to a
mix of annexin A2 (ANXA2) and GAPDH or lactate dehy-
drogenase A. ANXA2 is a Ca2+-dependent plasma mem-
brane protein regulating the membrane trafficking
involved in actin reorganization (Caplan et al., 2004),
which is observed in premature senescence (Chen et al.,
2000). We studied its mRNA and protein abundance as
well as its subcellular localization at 72 h after treatment
with H2O2.
3.2. Abundance of ANXA2 mRNA and protein in H2O2-
induced premature senescence
We analyzed the abundance of ANXA2 mRNA in
H2O2-treated and control cells by RT-real time PCR. There
was no difference at 1 and 2 days after treatment. A signif-
icant slight increase of 1.2 ± 0.1-fold was observed at 72 h
after treatment with H2O2 (Fig. 1A). Although 2D-DIGE
analysis showed that the microsomal abundance of
ANXA2 was increased in five different spots, the results
obtained by Western blotting from total cell lysates showed
no difference between treated and control cells (Fig. 1Ba).
Analysis of immuno-labeled ANXA2 by confocal micros-
copy showed an increase of the peripheral localization after
treatment with H2O2 (Fig. 1C). When microsomal fractions
obtained at 72 h after the 2-h treatment with H2O2 were
analyzed by Western blot, a 1.4 ± 0.1-fold increase of
ANXA2 abundance was observed in H2O2-treated cells
(Fig. 1Bb) which confirmed the results obtained by 2D-
DIGE. We analyzed the abundance of ANXA2 in the
microsomal fraction with an innovative technical approach
combining 2DGE and the fluorescent-based ECL Plex
Western blotting detection system (2D-PLEX). A same
amount of microsomal protein extracts from the H2O2-
treated and control cells was labeled with Cy3 dye and
separated by 2DGE prior transfer on a low fluorescent
membrane and incubation with specific ANXA2 fluores-
cent dye-labeled antibody (Fig. 2A). We determined the
ratios of the intensities of the fluorescent spots in both con-
trol and H2O2-treated conditions. For normalization, we
selected 10 spots obtained from the 2D-DIGE which
presented an average ratio ±1.0, thus proteins with no
significant variation between control and H2O2 conditions
(Fig. S3).
The optical density (O.D.) of ANXA2 spots A1, A11,
A17 increased more than 2-fold in H2O2-treated condition
compared to the corresponding ANXA2 A2, A12, A18
spots in the control condition (Fig. 2B). The O.D. of
ANXA2 spots A3, A5, A15 and A19 showed an increase
of at least 1.5-fold compared to the control condition.
The ANXA2 spots A7, A9, A13 and A21 had a difference
in O.D. lower than 1.5 in H2O2-treated condition com-
pared to their corresponding ANXA2 spots in control
condition.
4. Discussion
Most of the proteins identified herein as undergoing
change of abundance in H2O2-induced premature senes-
cence can be associated with membranes and are briefly
described in the supplementary material available online.
We observed increased abundance of ANXA2 in the
microsomal fraction of proteins. Annexins bind to nega-
tively charged phospholipids in cellular membranes in a
Ca2+-dependent manner. ANXA2 is unique among the
annexins family, by its structural and biochemical features
(Caplan et al., 2004; Gerke et al., 2005). ANXA2 exists
either as a 36 kDa monomer or can associate with the
S100A10 protein, a member of the S100-protein family,
in a heterotetramer (Liu et al., 2003). ANXA2 interacts
with another S100 protein family: calcyclin, a Ca2+-binding
protein associated with GAPDH (Filipek and Wojda,
1996). This interaction of calcyclin with GAPDH and
ANXA2 could explain the mix of these proteins found
herein. ANXA2 may be localized in the cytoplasm,
nucleus, or membrane domains like the lipid rafts, Golgi
apparatus or endoplasmic reticulum. It may affect posi-
tively DNA synthesis and cell proliferation, participate in
ion channel regulation, or formation of tight junctions
and is involved in the regulation of membrane trafficking
events such as the exocytosis and endocytosis (Caplan
et al., 2004; Yee et al., 2007; Yoo and Hayman, 2007).
Multiple alternatively spliced transcript variants encod-
ing different isoforms exists for the gene of ANXA2 (Upton
and Moss, 1994). The transcript variant 1 encodes the
longer isoform, transcript variant 2 lacks a segment but
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Table 1
Successful identifications of the spots with altered abundance between IMR-90 HDFs in H2O2-induced premature senescence or not
A
Spot # Identification Ratio t-Test Main know function Localization
1 1842 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase + annexin A2
3.4 0.04 Carbohydrate degradation;




nuclear + extracellular matrix;
basement membrane
2 1866 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase + annexin A2
3.3 0.03 Carbohydrate degradation;




nuclear + extracellular matrix;
basement membrane
3 2065 Cathepsin D 1.8 0.05 Aspartic peptidase Lysosome; cytoplasm
4 1879 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase + annexin A2
1.8 0.04 Carbohydrate degradation;




nuclear + extracellular matrix;
basement membrane
5 815 Vimentin 1.8 0.05 Cytoskeletal Cytoplasm
6 1915 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase + annexin A2
1.7 0.04 Carbohydrate degradation;




nuclear + extracellular matrix;
basement membrane
7 1304 26S proteasome alpha 5 subunit !1.5 0.001 Protein degradation Cytoplasm
8 1286 Vimentin + b-tubulin !1.6 0.03 Cytoskeletal + cytoskeletal Cytoplasm + cytoplasm
9 2126 Proteasome alpha 4 subunit !1.6 0.01 Protein degradation Cytoplasm
10 1639 26S proteasome subunit p45 !1.6 0.02 Protein degradation Cytoplasm
11 1979 Lactate dehydrogenase
A + annexin A2
!1.6 0.04 Glycolysis + calcium-regulated
membrane-binding protein
Cytoplasm + extracellular matrix;
basement membrane
12 2260 Proteasome beta 2 subunit !1.6 0.04 Protein degradation Cytoplasm
13 1120 Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K
!1.7 0.01 Nuclear metabolism of hnRNAs Cytoplasm; nucleus;
mitochondria
14 1630 26S proteasome subunit p45 !1.8 0.04 Protein degradation Cytoplasm
15 1295 b-Tubulin + vimentin !1.8 0.02 Cytoskeletal + cytoskeletal Cytoplasm + cytoplasm
16 2104 Proteasome activator complex !1.9 0.05 Immunoproteasome assembly Cytoplasm
17 1292 Vimentin + b-tubulin !2.1 0.02 Cytoskeletal + cytoskeletal Cytoplasm + cytoplasm
B








1 1842 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase + annexin A2 133 4 11 7.8 38551 P04406
125 2 6 8.9 36030 P07355
2 1866 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase + annexin A2 353 6 17 8.7 36030 P04406
155 4 11 P07355
3 2065 Cathepsin D 147 3 12 5.1 26229 P07339
4 1879 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase + annexin A2 134 5 14 7.8 38551 P04406
105 2 6 8.9 36030 P07355
5 815 Vimentin 89 2 5 5.1 77359 NP_003371
6 1915 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase + annexin A2 134 7 14 8.9 36030 P04406
105 2 6 7.8 38551 P07355
7 1304 26S proteasome alpha 5 subunit 99 2 5 4.7 40605 P55036
8 1286 Vimentin + b-tubulin 481 14 37 4.9 53547 NP_003371
398 8 19 NP_821133
9 2126 Proteasome alpha 4 subunit 84 2 6 7.7 29750 NP_002780
10 1639 26S proteasome subunit p45 198 6 15 7.4 31184 P62195
11 1979 Lactate dehydrogenase A + annexin A2 219 4 12 8.5 36557 P00338
159 3 6 P07355
12 2260 Proteasome beta 2 subunit 84 2 8 9.5 27797 NP_002785
13 1120 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 360 6 12 5.3 47527 P61978
14 1630 26S proteasome subunit p45 118 2 5 8.4 45624 P62195
15 1295 b-tubulin + vimentin 354 5 11 4.9 53547 NP_821133
337 10 19 NP_003371
16 2104 Proteasome activator complex 72 2 10 5.4 29785 Q06323
17 1292 Vimentin + b-tubulin 312 13 27 4.9 53547 NP_003371
192 5 11 NP_821133
A: spot number (spot #), name of protein, average ratio between the two conditions, p values, main known function and known subcellular localization are given.
B: score obtained in Mascot database, number of matching peptides, accession number, theorical isoelectric point (pI) and theorical molecular weight,
are given.

















































































Fig. 1. Abundance of ANXA2 mRNA and protein, subcellular localization of ANXA2 in H2O2-induced premature senescence. (A) Abundance of
ANXA2 mRNA in IMR 90-HDFs at increasing times after treatment with H2O2. Total RNA was extracted at 0, 24, 48 and 72 h after treatment from
control and treated cells. GAPDH mRNA abundance was used as reference in the RT-real time PCR analysis. Analyses were performed in three
independent experiments. Results are expressed as 100% of the mRNA abundance in control cells just before exposure to H2O2 (0 h). Statistical analysis
was carried out with the Student’s t-test. NS, non-significant (p > 0.05); *0.05 > p > 0.01. (B) Abundance of ANXA2 protein. Total proteins or microsomal
proteins were extracted at 72 h after the treatment with H2O2. a-Tubulin was used as reference for the Western blot on total cell lysates. Analyses were
performed in three independent experiments. Results are expressed as 100% of the protein abundance in control cells. Statistical analysis was carried out
with the Student’s t-test. NS, non-significant (p > 0.05); **p < 0.01. (C) Subcellular localization of ANXA2. IMR 90-HDFs were treated for 2 h with
150 lM H2O2 and were seeding on glass cover slides at 48 h after the treatment. Cells were fixed 24 h later and the ANXA2 subcellular localization was
detected using a specific antibody (green). The nuclei were stained with TO-PRO-3 (blue). (For interpretation of the references to color in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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has an additional exon in the 50 region, as compared to var-
iant 1. It uses a downstream AUG start codon and encodes
isoform 2 which has a shorter N-terminus, as compared to
isoform 1. The transcript variant 3 and 2 encodes the same
isoform. Moreover, there are several types of post-trans-
ductional modifications of ANXA2 like glutathiolation,
Fig. 2. Abundance of ANXA2 at 72 h after treatment of IMR-90 HDFs for 2 h with 150 lMH2O2 by coupling 2DGE and the fluorescent-based ECL Plex
Western blotting detection system. Total proteins were extracted at 72 h after the treatment from control and treated cells. Microsomal proteins were
obtained by differential centrifugation and labeled with Cy3 dye for both conditions. (A) Microsomal proteins were separated by 2DGE as indicated in
Section 2. Proteins were transferred onto a hybond ECL membrane before scanning at the same photomultiplicator (PMT) values (a–a0) at excitation/
emission wavelengths of 488/520 nm (Cy3). Membranes were incubated with annexin A2 antibodies and a secondary antibody coupled with Cy5 before
scanning at the same PMT values at excitation/emission wavelengths of 488/520 nm for Cy3 and 532/580 nm for Cy5 for the microsomal proteins (c–c0)
and annexin A2 (d–d0), respectively (b–b0: superimposed image). (B) Each spot detected with the specific annexin A2 antibody was quantified using the
ImageQuant TL Control Centre software with the Arrays Analysis module.
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phosphorylation, proteolysis, ubiquitination or acetylation
(Babiychuk et al., 2002; Erikson and Erikson, 1980; Lauv-
rak et al., 2005; Singh and Liu, 2000; Sullivan et al., 2000).
Protein oxidation is observed in H2O2-induced premature
senescence of IMR-90 HDFs (Debacq-Chainiaux et al.,
2005; Petropoulos and Friguet, 2006). Oxidation of
ANXA2 by diamide results in a time- and concentration-
dependent loss of the ability of ANXA2 to interact with
phospholipids liposomes and F-actin (Caplan et al.,
2004). These multiple possibilities of transcriptional splice
variants and modifications may explain the different spots
observed herein. Therefore, we analyzed transcript and
protein abundance of ANXA2 by using primers and anti-
bodies allowing the detection of all the isoforms.
Since the concentration of cytosolic calcium (Ca2+)
increases in conditions of oxidative stress (Degl’Innocenti
et al., 1999), this could result in an increase of the ANXA2
abundance in plasma membrane. Moreover, ANXA2 can
organize membrane domains and membrane recruitment
platforms for proteins by interaction with these proteins
(Gerke et al., 2005). Annexins have the requisite properties
to integrate Ca2+-signaling with actin dynamics at mem-
brane contact sites (Hayes et al., 2004). Thus,ANXA2 repre-
sents a possible effector of H2O2-induced premature
senescence morphogenesis and further study should clarify
its role in SIPS and/or aging.
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Figure S1: Typical 2D gels obtained in this study 
A: At 24 h after seeding, IMR-90 HDFs were treated for 2 h with H2O2 at 150 µM. Proteins were 
extracted at 72 h after the 2 h-treatment with H2O2 and microsomal proteins were obtained by differential 
centrifugation. Three independent experiments were performed to obtain 3 control samples and 3 samples 
from H2O2-treated cells. Proteins extracted from IMR-90 HDFs in H2O2-induced premature senescence or 
not were labeled with respectively Cy3 or Cy5 dye. In addition, an internal standard consisting of aliquots 
of all samples included in the experimental series was labeled with Cy2. Equal amount of Cy3-, Cy5- and 
Cy2-labeled protein extracts were mixed and separated by denaturing 2D on the same gel electrophoresis. 
Three different gels were run using a pH range of 3-11 in the first dimension and SDS-PAGE (10%) in 
the second dimension. Dye-specific images of the gels were recorded with fluorescence scanner. 
B: Analytical 2D gel of Cy5 labeled proteins from IMR-90 HDFs in H2O2-induced premature senescence. 
After scanning, determination of protein spot abundance and statistics were carried out automatically 
using the DeCyder 2D Differential Analysis software version 6.0. Arrows and numbers on 2D image of 




La table S2 du matériel supplémentaire concernant les données obtenues en spectrométrie de 




While numerous studies reported alterations of signal transduction or gene expression in SIPS of 
HDFs (Debacq-Chainiaux et al., 2005; Frippiat et al., 2002; Zdanov et al., 2006), no studies tried 
to examine the differential expression of more specific groups of proteins like microsomal 
proteins and especially plasma membrane proteins. 2DGE is still a method of choice for 
separating complex mixtures of proteins for visual comparison in proteome analysis (Gorg et al., 
2000; Klose and Kobalz, 1995; O'Farrell, 1975; Rabilloud, 2002). However, this technology is 
biased against certain classes of proteins including low abundance and hydrophobic proteins. 
Proteins with extremely alkaline isoelectric point are often very poorly represented using 2DGE 
technology. Highly hydrophobic membrane proteins are nearly impossible to solubilize in 
current electrophoretic protocols (Bae et al., 2003). Many studies were undertaken to improve 
their solubilization and showed that using compounds like chaotropes (urea and thiourea) or the 
right choice of detergent is very important. Indeed, zwitterionic detergents, like 
aminosulfobetaines, improve the analysis of membrane proteins by 2DGE (Chevallet et al., 
1998; Chinnasamy and Rampitsch, 2006; Luche et al., 2003; Rabilloud, 1998; Rabilloud et al., 
2007; Santoni et al., 2000; Vuillard et al., 1995). In this study, proteins from microsomal fraction 
of IMR-90 HDFs in H2O2-induced premature senescence were solubilized with high 
concentration of ASB-14. After extraction, the proteins were diluted in urea, thiourea and Triton-
X100 buffer before isoelectric focusing. The proteins were labeled with fluorescent dyes to take 
advantage of highly sensitive detection of the 2D-DIGE technique. 
Strategy of proteomic analysis and accuracy of MS/MS identifications 
Samples of 25 µg protein from 3 independent cultures of H2O2-treated and control HDFs were 
labeled with either Cy3 or Cy5 dyes and internal standard labeled with Cy2 were mixed and 
resolved on 24 cm pH 3-11 IEF strips followed by isolation by 10 % SDS-PAGE in the second 
dimension. The 3 gels were run together. Images were obtained with a scanner at three different 
excitation wavelengths appropriate for the dyes (figure S1A). Statistical analysis revealed 33 
spots with a significant 2-fold difference of integrated intensity (figure S1B). We identified the 
proteins corresponding to 17 spots pinpointed in this analytical step. When MS/MS analysis was 
performed, the score and expect value obtained in Mascot database and peptides used for 
identification were listed in the following table S2. All the identifications were obtained with 2 










5’- TGGATGAGGTCACCATTGTCA -3’ 









5’- ACCCACTCCTCCACCTTTGAC -3’ 





Table S1: Sequences and positions of the primers used in RT real-time PCR analysis. 
Numbers in parenthesis correspond to transcripts variants of ANXA2. 
 
 
Figure S2: Standardized log abundance of 5 spots (#1842, 1866, 1879, 1915, 1979) 
corresponding to ANXA2 in the 3 control and H2O2-treated population of IMR-90 HDFs. 
Mean variation is shown in bold line. This represents amplitude of variation (fold change 






















Figure S3: Reference spots were selected in list of spots detected by 2D-DIGE which ratio 
between control and H2O2-treated conditions was close to 1.0, so without significant 
variation. They were reported on the 2D-PLEX membrane images after matching and 






Annexin A2: average changes of corresponding spots 
In addition, some spots corresponded to a mix of two proteins. For example, spots 1842, 1866, 
1879, 1915 and 1979 corresponded to a mix of annexin A2 (ANXA2) and glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) or lactate dehydrogenase A. The average changes in both 
conditions for spots 1842, 1866, 1879, 1915 and 1979 is shown in figure S2. 
Annexin A2: choice of primers for RT-PCR 
Because results from proteome analysis suggested that ANXA2 presents an increase in spot 
intensity in cells treated with H2O2, a possible explanation of this phenomenon is the increase of 
corresponding mRNA abundance. Sequences and positions of the primers were determined to 
allow amplification of cDNA retro-transcripted from the 3 transcripts splice variants of ANXA2 
(Primer Express 1.5 software, Applied Biosystems, Foster City, USA). Primers were listed in table 
S1 and ANXA2 mRNA abundance was analyzed by RT-real time PCR. 
Supplementary discussion 
Herein, we briefly describe the proteins other than ANXA2 which were identified as undergoing 
change in H2O2-induced premature senescence and that can be associated with membranes. 
Vimentin (1.8-, -1.6-, -1.8-, -2.1-fold change) is a constituent of the intermediate filaments  of 
mesenchymal tissue, along with the microfilaments (actin) and microtubules (tubulin). Vimentin 
can bind membrane vesicles in erythrocytes, using the exposed head domains of the intermediate 
filaments terminal subunits. The major vimentin acceptor site on the membrane is the ankyrin 
(Georgatos and Marchesi, 1985; Georgatos et al., 1985). It has been described that membranes 
specialized in different cell functions, i.e., plasma membranes and mitochondrial membranes 
possess high-affinity, large-capacity tubulin-binding site in the brain (Bernier-Valentin et al., 
1983). Authors propose that tubulin-membrane interaction involves the assembly of a limited 
number of tubulin dimers in a “micropolymerisation” process initiated by a membrane 
component present in various cellular membranes or by different membrane components 
exhibiting a common property (Bernier-Valentin et al., 1983). Senescence-associated alterations 
of cytoskeleton like dramatic production of vimentin have been shown in senescent HDFs 
(Nishio and Inoue, 2005). Accumulation of modified vimentin is found in skin HDFs of elderly 
donors, which is linked with loss of skin contractile functions (Kueper et al., 2007). In contrast, 
senescent skin HDFs have down-regulated actin and ß-tubulin (Nishio and Inoue, 2005). ß-
tubulin was identified in this study as mixed with vimentin in our study and presented a decrease 
of abundance (-1.6-, -1.8-, -2.1-fold change). Since increase of vimentin abundance was 
identified in spot 815, we can propose that the abundance of ß-tubulin is decreased in H2O2-
induced premature senescence. 
We also identified different subunits of regulation of the proteasome (α4 subunit, α5 subunit, ß2 
subunit, p45 subunit, activator complex). The 26S protease is involved in the ATP-dependent 
degradation of ubiquitinated proteins.  
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The proteasome is a multicatalytic proteinase complex with a highly ordered ring-shaped 20S 
core structure. The core structure is composed of 4 rings of 28 non-identical subunits; 2 rings are 
composed of 7 alpha subunits and 2 rings are composed of 7 beta subunits. The regulatory 19S 
(or ATPase) complex confers ATP dependency and substrate specificity to the 26S complex. The 
19S complex is composed of at least 18 different subunits in two subcomplexes, the base and the 
lid, which form the portions proximal and distal to the 20S proteolytic core, respectively. The 
26S proteasome non-ATPase regulatory (11S) binds and presumably selects ubiquitin-conjugates 
for destruction. An essential function of a modified proteasome, the immunoproteasome, is the 
processing of class I MHC peptides. Proteasome activator complex is implicated in 
immunoproteasome assembly and is required for efficient antigen processing (Squier, 2001). All 
the subunits of the 26S proteasome were found to interact with FK506-binding protein, a 
member of the immunophilin family that resides in the mitochondrial outer membrane and the 
endoplasmic reticulum membrane (Nakagawa et al., 2007). 
Subunits α4, α5 and ß2 are constituents of the core 20S and the p45 subunit represent a 
component of the 19S regulatory complex. All these subunits were down-regulated in H2O2-
induced premature senescence (-1.6-, -1.5-, -1.6-, -1.6-, -1.8-, -1.9-fold change respectively). 
IMR-90 HDFs in H2O2-induced premature senescence contain more oxidative proteins. 
However, the activity of proteasome does not seem to change (Debacq-Chainiaux et al., 2005). 
Other degradation systems existing in cells could be involved in degradation of these oxidative 
proteins in our model. 
In agreement with this hypothesis, we identified cathepsin D (1.8-fold change), an acid protease 
involved in intracellular protein breakdown and involved in the pathogenesis of several diseases 
such as breast cancer and possibly Alzheimer disease (Ntais et al., 2004). Coated vesicles 
isolated from HDFs contain the precursor of cathepsin D (Schulze-Lohoff et al., 1985). These 
authors demonstrated that cathepsin D is only transiently associated with coated membranes. 
These observations supported the view that coated membranes participate in the transfer of 
precursor forms of endogenous lysosomal enzymes to lysosomes (Schulze-Lohoff et al., 1985). 
In macrophages cells, it was demonstrated that cathepsin D is transported to endosomes as a 
membrane-associated form and that this membrane-associated form is a precursor for the soluble 
form found in endosomes and lysosomes (Diment et al., 1988). 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is a glycolytic enzyme (Mazzola and 
Sirover, 2005). 
Lactate dehydrogenase A is involved in the final step of anaerobic glycolysis (Onishi et al., 
2005). 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnRNP-K) (-1.7-fold change) is one of the major 
pre-mRNA-binding proteins. This protein plays a role in the nuclear metabolism of hnRNAs, 
121 
particularly for pre-mRNAs that contain cytidine-rich sequences. In NIH3T3 murine fibroblasts, 
platelet-derived-growth-factor regulates the actin cytoskeleton through hnRNP-K-mediated 
activation of ubiquitin E3-ligase (Nagano et al., 2006). A large-scale proteomic study identified 
new K protein partners, some typically found in subcellular compartments, such as plasma 
membrane, where K protein had not previously been seen. Indeed, hnRNP-K interacts with the 
adaptater protein Grb2 (Mikula et al., 2006). This interaction adds further evidence for the role 
of K protein in coupling signal transduction pathways to RNA-directed processes, including 
cascades initiated by receptor tyrosine kinases. This protein had never been described as 
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Le traitement de FDHs IMR-90 avec H2O2 à une concentration sublétale permet d’induire 
une sénescence prématurée de ces cellules (Chen and Ames, 1994; Dimri et al., 1995; Frippiat et 
al., 2001). Des travaux réalisés précédemment au laboratoire ont mis en évidence que le 
traitement de FDHs IMR-90 avec H2O2 à une concentration sublétale induit la phosphorylation 
de la protéine p38MAPK et l’augmentation de l’abondance de l’ARNm et de la cytokine TGF-ß1. Il 
a également été montré que le TGF-ß1 participe à l’apparition de la morphologie étalée de type 
sénescent, la SA-ß gal et l’augmentation de l’abondance des transcrits de la fibronectine, 
l’ostéonectine, l’apolipoprotéine J et SM22 (Debacq-Chainiaux et al., 2005; Frippiat et al., 
2001). Une étude montre que la morphologie plus étalée développée 2 à 3 jours après que des 
FDHs IMR-90 aient été traités avec H2O2 à une concentration sublétale nécessite la présence de 
la protéine Rb. Une augmentation de fibres de stress d’actine, une redistribution de protéines 
d’adhérence focale (paxilline et vinculine) sont observées. Une synthèse de protéines de novo est 
nécessaire à l’apparition d’une morphologie sénescente après traitement avec H2O2 (Chen et al., 
2000c). 
Dans ce modèle de sénescence prématurée, l’utilisation d’anticorps neutralisant le TGF-ß1 
ne permet pas d’atténuer le blocage du cycle cellulaire et ne protège pas entièrement contre 
l’apparition de la SA ß-gal et de l’augmentation de l’abondance de transcrits de gènes liés à la 
sénescence. Le TGF-ß1 n’est donc pas le seul responsable de l’induction de la sénescence 
prématurée des FDHs IMR-90 (Frippiat et al., 2002). Afin d’identifier d’autres protéines 
impliquées dans l’établissement du phénotype de sénescence prématurée induite par H2O2, nous 
avons réalisé une étude sur la néosynthèse protéique en utilisant des anticorps neutralisant le 
TGF-ß1. Les résultats obtenus permettent de conclure que cette cytokine n’est pas la seule 
protéine responsable de l’induction ou la répression de l’expression protéique entre le 2ème et le 
3ème jour après le traitement de FDHs IMR-90 avec H2O2. En effet, des protéines présentaient des 
variations d’abondance entre les FDHs IMR-90 traités avec H2O2 et les FDHs IMR-90 contrôles 
sans pour autant varier après une stimulation de ces cellules avec du TGF-ß1. 
Parmi les protéines d’intérêt présentant une modification d’abondance indépendente du 
TGF-ß1, nous avons choisi d’étudier des protéines impliquées dans l’organisation du 
cytosquelette d’actine. En effet, en ce qui concerne la morphologie étalée des cellules en 
sénescence prématurée, peu de mécanismes sont actuellement connus. Nous avons donc étudié la 
néosynthèse de l’ezrine, HSP27 et la caldesmone entre le 2ème et le 3ème jour après le traitement 
des FDHS IMR-90 avec H2O2. Puisque nous n’avons pu étudier la GAP-Cdc42, une autre 
protéine identifiée à partir des 2DGE, nous nous sommes penchés sur Cdc42 et Rac1, deux 
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protéines régulées négativement par la GAP-Cdc42 et sur leur implication dans l’établissement 
de la morphologie des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée. Pour des raisons de simplicité, 
nous nous focaliserons uniquement sur ces protéines d’intérêt dans les paragraphes suivants de la 
discussion. Les autres protéines identifiées durant l’étude protéomique sont brièvement décrites 
dans le matériel supplémentaire de l’article (Chrétien et al., 2008b). 
I. Rôle potentiel de l’ezrine, HSP27, la caldesmone, p38MAPK, Cdc42 et Rac1 
dans la sénescence prématurée induite par H2O2 
I.1. L’ezrine 
L’ezrine est néosynthétisée par les FDHs IMR-90 entre le deuxième et le troisième jour 
après le traitement avec H2O2. Nous proposons une hypothèse selon laquelle une relocalisation 
de l’ezrine serait nécessaire à ce moment, participant ainsi à l’établissement de la morphologie 
étalée de ces cellules. On sait de la littérature que, chez des cellules épithéliales, la dégradation et 
la néosynthèse de l’ezrine sont synchronisées dans les temps courts qui suivent un traitement de 
30 min avec H2O2 (400 µM). Cette synchronisation permet les changements de morphologie 
cellulaire observés après ce stress oxydatif (Grune et al., 2002). Ceci signifierait donc peut-être 
que le changement de conformation de l’ezrine entre les deux formes pourrait être défectueux 
suite au traitement avec H2O2, par exemple suite à son oxydation, et nécessiterait un autre 
mécanisme de régulation. 
Les données de la littérature montrent que la phosphorylation de l’ezrine induit également 
son activation en permettant sa conformation « ouverte ». Il a été montré par d’autres chercheurs 
que la restauration de l’expression de Rb dans des cellules d’ostéosarcome induit l’augmentation 
de la forme totale et phosphorylée de l’ezrine sur la tyrosine 235, ce qui permet l’apparition d’un 
phénotype ressemblant à de la sénescence, appelé « stase » chez ces cellules cancéreuses. En 
conséquence de cette phosphorylation, l’ezrine s’associe à la membrane plasmique, ce qui lui 
permet de participer à l’activation des signaux qui conduisent à la réorganisation du 
cytosquelette d’actine (Yang and Hinds, 2003). Ainsi, dans notre modèle, une phosphorylation 
des molécules d’ezrine nouvellement néosynthétisées pourrait être assurée après le traitement 
des FDHs IMR-90 avec H2O2. 
Nakamura et son équipe ont montré que la phosphorylation de l’ezrine par N-WASP (« Wiskott-
Aldrich syndrome protein ») et MRCK (« Myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-binding 
kinase ») est très importante chez les fibroblastes murins transformés NIH3T3 exprimant 
 
 
Figure 57 : Modèle de formation des filipodes par la voie de Cdc42 chez les fibroblastes 
NIH3T3. La bradykinine permet l’activation de Cdc42 qui interagit alors avec ses effecteurs. 
Parmi ces effecteurs, WASP/N-WASP régule la formation des fillipodes à travers l’induction 
de la polymérisation de l’actine. MRCK, un autre effecteur de Cdc42, permet la formation des 
fillipodes via la phosphorylation des ERM situées dans ces fillipodes (Nakamura et al., 2000). 
 
 
Figure 58 : Modèle d’activation de l’ezrine via la voie dépendante de Rho dans des 
fibroblastes. L’activation de PI4P5K par Rho induit l’augmentation de l’abondance de PIP2. 
PIP2 lie l’ezrine qui présente alors sa conformation ouverte. La phosphorylation de l’ezrine lui 
permet ensuite d’interagir avec des protéines régulatrices de Rho. L’abondance de Rho active 
augmente (Louvet-Vallee, 2000). 
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constitutivement Cdc42 et permet la formation de filipodes via la stabilisation de l’actine (figure 
57) (Nakamura et al., 2000). 
Cette possibilité de rôle simultané de l’ezrine et de Cdc42 n’a cependant jamais été testée 
dans la sénescence prématurée. Lorsqu’un anticorps spécifique permettra de détecter la forme 
phosphorylée de l’ezrine, nous pourrons étudier si son abondance augmente suite au traitement 
des FDHs IMR-90 avec H2O2 et si l’invalidation de Cdc42 contrecarre cette modification. 
L’ezrine est également requise pour la transformation de fibroblastes régulée par la 
protéine Rho (Tran Quang et al., 2000). L’activation de PI4P5K (« phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-kinase ») par Rho induit une augmentation de l’abondance de PIP2 qui lie alors le 
domaine N-terminal de l’ezrine, lui confère sa conformation active et permet sa phosphorylation 
au niveau du domaine C-terminal (figure 58). L’ezrine permet d’augmenter l’abondance de Rho 
active en des sites proches de la membrane par son interaction avec des régulateurs de la voie de 
RhoA comme Dbl (une protéine à activité GEF pour les Rho GTP ases) ou une protéine à 
activité GDI. Ceci permet donc une boucle de rétro-action positive entre ces deux protéines 
(Batchelor et al., 2007; Hunter, 2004; Louvet-Vallee, 2000). Il a également été démontré que la 
translocation en membrane de l’ezrine est dépendante de son interaction avec Dbl via un 
mécanisme qui ne dépend pas de sa phosphorylation par les Rho kinases (Batchelor et al., 2007; 
Vanni et al., 2004). 
Une comparaison récente de lymphocytes T de souris âgées avec ceux de souris jeunes montre 
que des réarrangements défectueux du cytosquelette et des lamellipodes sont reliés à des 
différences de niveau de phosphorylation de protéines de la famille de l’ezrine ou des 
modifications dans l’association des protéines de la famille de l’ezrine avec des protéines 
partenaires comme CD44 ou EBP50. Chez les souris âgées, les Rho GTPases ne présentent plus 
les activités régulatrices envers l’ezrine (Garcia et al., 2007). 
I.2. HSP27 
Nous démontrons ici que HSP27 est phosphorylée sur la sérine 82 au cours du traitement 
des FDHs IMR-90 avec H2O2. Ceci est en accord avec les résultats obtenus pour des cellules 
humaines de muscles lisses, des cellules endothéliales ou des kératinocytes exposés à un stress 
oxydatif où p38MAPK phosphorylée induit à la fois l’augmentation de l’abondance de HSP27 et sa 
phosphorylation par les MAPKAP2/3 (MAP kinase-activated protein) (Garmyn et al., 2001; 
Huot et al., 1997; Negre-Aminou et al., 2002; Wong et al., 2000). Dans notre modèle, aucune 





Figure 59 : Groupes de granules interchromatidiens. 
A : Les facteurs d’épissage des ARNm sont marqués en vert par utilisation d’un anticorps 
spécifique reconnaissant les petites particules de ribonucléoprotéines nucléaires localisées 
dans le noyau cellulaire (marqué en bleu) selon un profil en taches (indiqués par les flèches). 
Ces taches sont présentes au niveau de régions nucléaires contenant peu ou pas d’ADN et 
hors du nuclei. 
B : Les groupes de granules interchromatidiens sont le résultat d’interactions protéine-
protéine. Ces protéines jouent un rôle de facteur d’épissage alternatif ou permettent la 
transition de la télophase vers la phase G1 du cycle cellulaire. Un niveau basal d’échange de 
facteurs a lieu entre ces granules interchromatidiens et le nucléoplasme. Ce mécanisme est 
régulé par phosphorylation/déphosphorylation des protéines situées dans les granules. La 
phosphorylation de ces protéines permet leur transfert vers le nucléoplasme et permet leur 
recrutement vers des sites de transcription. CT, chromosome territory; IGC, interchromatin 
granule cluster; TC, transcription complex; pre-mRNA, pre-messenger RNA (Pour une 






Ainsi, la phosphorylation de HSP27 observée chez les FDHs IMR-90 traités avec H2O2 
pourrait correspondre à une des composantes de la réponse adaptative des cellules après 
traitement avec H2O2. 
Il est important de déterminer si HSP27 phosphorylée dans les temps courts après le 
traitement est plutôt impliquée dans la stabilisation et/ou la dégradation de protéines oxydées ou 
plutôt dans la stabilisation des filaments d’actine. Il pourrait en effet s’agir d’un processus 
permettant aux cellules d’adhérer au substrat au cours de ce traitement et de bloquer l’apoptose. 
Une accumulation nucléaire de HSP27 en réponse à un choc thermique, à l’ischémie-
réoxygénation, à l’irradiation par des UV a été observée dans certains types cellulaires. Par 
exemple, chez les kératinocytes, une localisation nucléaire de HSP27 représente un très bon 
marqueur de l’irritation de la peau (Pour une revue : (Ciocca and Calderwood, 2005)) ; (Borrelli 
et al., 2002; Boxman et al., 2002). Nous avons observé une localisation nucléaire ou péri-
nucléaire de HSP27 à 3 jours après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Ces résultats 
supplémentaires sur sa localisation nucléaire ou péri-nucléaire ouvrent donc une piste quant au 
rôle de HSP27 après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. 
Il est proposé que HSP27 nucléaire permet de rétablir l’activité d’épissage des ARNm durant la 
phase de récupération qui suit le stress par sa localisation au niveau des groupes de granules 
interchromatidiens ou IGC (« interchromatin granule clusters ») durant la réponse face aux 
dommages. Ces IGC sont des sites de stockage d’ARNm codant pour des protéines requises pour 
une récupération efficace des cellules après le stress (figure 59) (Pour une revue : (Lamond and 
Spector, 2003)) ; (Bryantsev et al., 2007; Prasanth et al., 2005). Une controverse concerne la 
nécessité de la phosphorylation de HSP27 afin qu’elle puisse jouer son rôle de chaperonne. Il est 
donc également proposé que HSP27 pourrait agir en tant que chaperonne au sein du noyau 
(Bryantsev et al., 2007). 
A côté de la réponse à court terme décrite ci-dessus, les cellules initient également des 
voies de signalisation afin d’induire des mécanismes de survie cellulaire. Nous avons montré par 
exemple la néosynthèse de HSP27. Celle-ci pourrait potentiellement permettre la polymérisation 
et la stabilisation de nouveaux filaments d’actine. 
Au cours de l’étude protéomique, nous avons identifié HSP27 dans deux spots différents. 
Cela nous permet de penser que cette protéine est présente au moins sous deux isoformes 
différentes chez les FDHs IMR-90 à long terme après le traitement avec H2O2. HSP27 peut 
présenter, comme expliqué ci-dessus, des phosphorylations ou encore l’oxydation de 
groupements thiols comme des S-thiolations au niveau de certains résidus cystéine (Eaton et al., 
2002). En tous cas, les analyses par Western blot ne montrent pas de changement de 
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phosphorylation au niveau de la sérine 82, à 3 jours après le traitement. Il peut donc s’agir d’une 
autre modification post-traductionnelle ou d’une phosphorylation au niveau d’un résidu autre 
que la sérine 82. 
I.3. La caldesmone 
Lors de l’étude protéomique, nous avons identifié CaD parmi les spots d’intérêt. Puisque nous 
travaillons avec des FDHs, nous nous sommes naturellement tournés vers l’isoforme légère de 
CaD pour la suite de notre travail. 
La néosynthèse de L-CaD permettrait peut-être une relocalisation de cette protéine vers des 
sites de formation de podosomes à 3 jours après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. 
L’hypothèse de l’augmentation du nombre de podosomes et l’implication de L-CaD dans ce 
processus lors de la sénescence prématurée reste cependant à vérifier. 
Dans un premier temps, nous pourrions déterminer si L-CaD permet la stabilisation des fibres de 
stress d’actine. Selon les données de la littérature, sa surexpression entraîne la stabilisation des 
fibres de stress dans des cellules CHO alors qu’elle diminue ces fibres de stress dans des 
fibroblastes murins transformés NIH3T3 afin d’empêcher la transformation régulée par la 
protéine Ras. L’effet de la surexpression de CaD sur les fibres d’actine semble donc spécifique 
du type cellulaire étudié. Cet effet semble aussi dépendre du niveau d’abondance de son 
partenaire, la tropomyosine (Hai and Gu, 2006). En utilisant un siRNA spécifique pour empêcher 
l’expression de L-CaD, nous pourrions étudier l’implication de cette protéine dans 
l’augmentation des fibres de stress d’actine lors de la sénescence prématurée de FDHs IMR-90 
traités avec H2O2. 
Nous avons démontré pour la première fois que L-CaD est phosphorylée sur son résidu 
sérine 789 après le traitement de FDHs IMR-90 avec H2O2. L’abondance de cette isoforme 
semble augmenter de manière biphasique, tout d’abord durant le stress et ensuite entre le 3ème et 
le 5ème jour après le traitement avec H2O2. Il a été montré dans des cellules musculaires lisses que 
CaD joue un rôle différent dans la modulation de la taille des podosomes selon qu’elle est 
phosphorylée ou non (Gu et al., 2007). L’étude des podosomes n’a jamais été réalisée chez des 
cellules en sénescence prématurée. Si la formation de podosomes est observée chez les FDHs 
IMR-90, il faudrait alors étudier le rôle de phospho-L-CaD dans ces structures. 
Une hypothèse propose que phospho-CaD reste attachée aux petits filaments d’actine dans le 
cytosol des cellules mitotiques, et constitue des centres de nucléation afin de faciliter le 
réassemblage des fibres après la division cellulaire (Kordowska et al., 2006; Mak et al., 1991; 
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Yamakita et al., 1992). Le résidu 789 étant phosphorylé chez les FDHs IMR-90 traités avec 
H2O2, et ces cellules étant plus étalées à ce moment, il se peut que cette modification post-
traductionnelle permette l’interaction de L-CaD à l’actine. Une étude que nous avons réalisé en 
microscopie confocale révèle que phospho-L-CaD est plus abondante au niveau des 
prolongements cellulaires des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée après traitement avec 
H2O2. Ces résultats nous permettent donc de penser que phospho-L-CaD pourrait jouer un rôle 
dans la morphologie étalée observée lors de la sénescence prématurée. Des études 
complémentaires sont cependant nécessaires afin de confirmer cette hypothèse. 
Nous avons mis en évidence l’implication de Cdc42 et de p38MAPK dans cette phosphorylation de 
L-CaD sur la sérine 789 observée 4 jours après le traitement. 
L’implication de p38MAPK a déjà été étudiée par d’autres chercheurs pour son implication dans la 
phosphorylation de L-CaD dans des cellules endothéliales traitées avec de la thrombine ou avec 
de la toxine de bordetella pertussis (Borbiev et al., 2004; Garcia et al., 2002). Il serait donc 
intéressant de savoir si Cdc42, p38MAPK et/ou L-CaD font partie d’un mécanisme commun 
conduisant à la formation de podosomes chez les FDHs IMR-90. En effet, il est possible que N-
WASP couple l’activation de Cdc42 à la formation de podosomes chez les FDHs, comme 
démontré pour des cellules endothéliales (Hai and Gu, 2006). Selon la littérature, la formation 
des podosomes semble en effet dépendre de plusieurs mécanismes dont les Rho-GTPases comme 
Rac1, Cdc42 et RhoA. Leur implication dans ce processus semble évidente, mais leur mode 
d’action dépend du type cellulaire (Linder and Kopp, 2005; Moreau et al., 2003). 
Nous ne savons pas quelle protéine est responsable de la phosphorylation de L-CaD durant le 
traitement. Il a déjà été démontré par d’autres chercheurs que ERK, PAK1, cdk1 et PKC peuvent 
être impliquées (D'Angelo et al., 1999; Eppinga et al., 2006; Gerthoffer, 2005; Hedges et al., 
2000; Kordowska et al., 2006; McManus et al., 2000; Yamboliev et al., 2000). Bien que les 
protéines ERK soient activées par phosphorylation 1 jour après le traitement avec H2O2, et 
qu’elles ne sont pas responsables de la phosphorylation de L-CaD à long terme (résultats non 
montrés), il serait intéressant d’étudier leur implication durant le traitement de FDHs IMR-90 
avec H2O2. 
Chez les cellules musculaires lisses, il a été montré précédemment que la phosphorylation 
de CaD sur la sérine 789 est induite par l’association de cette protéine avec la PKCα 
phosphorylée. Cette isoforme interagit alors avec phospho-HSP27 et se dissocie de la 
tropomyosine (Somara and Bitar, 2006). Puisque nous avons démontré que L-CaD et HSP27 






















Figure 60: Modèle hypothétique de l’effet de H2O2 sur la morphogenèse sénescente des fibroblastes IMR-90. 
L’activation rapide de Cdc42 et de p38MAPK permet l’activation de HSP27 et l’augmentation de la transcription du 
TGF-ß1. Cela induit la réactivation de p38MAPK qui, avec Cdc42, permet la phosphorylation de la L-CaD et la 
réorganisation du cytosquelette d’actine et de paxilline. En parallèle, H2O2 induit la néosynthèse de l’ezrine, de la 
L-CaD et de HSP27, qui pourraient également être impliquées dans la réorganisation du cytosquelette. 
Les mécanismes hypothétiques complémentaires de ce travail sont présentés en couleur sur le pourtour de la 
représentation schématique du fibroblaste. Les protéines Akt, PAK ou des protéines à activité GEF pourraient être 
responsables de l’activation de Cdc42 durant le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Différentes protéines 
pourraient intervenir dans la phosphorylation de la L-CaD durant le traitement, comme les protéines ERKs, PAK1, 
PKC ou encore cdk1. En ce qui concerne les variations ayant lieu à long terme après le traitement, il serait 
intéressant d’étudier l’état de phosphorylation de l’ezrine et l’implication de Cdc42 (via divers intermédiaires) pour 
cette modification. Il serait également complémentaire d’étudier le rôle de HSP27 dans le noyau et de la phospho-


















































d’interaction est donc possible lors de la sénescence prématurée des FDHs IMR-90.  
Toutes ces données suggèrent que L-CaD joue un rôle dans l’organisation du cytosquelette en 
interagissant avec de nombreux partenaires protéiques. 
D’autres investigations sont donc nécessaires afin d’éclaircir ces mécanismes régulateurs de L-
CaD et de sa phosphorylation dans le cadre de la sénescence prématurée induite par un 
traitement sublétal des FDHs IMR-90 avec H2O2 et de déterminer quel est le rôle de cette 
protéine dans la stabilisation du cytosquelette d’actine et du changement de morphologie 
cellulaire. 
I.4. p38MAPK, Cdc42 et Rac1 
Nous avons montré que Cdc42 est impliquée dans la phosphorylation précoce de p38MAPK 
et de HSP27, dans l’augmentation de l’abondance de transcrits du TGF-ß1 et dans les 
modifications morphologiques des FDHs IMR-90 suite au traitement avec H2O2 à concentration 
sublétale. Une boucle de rétro-action positive semble relier p38MAPK et Cdc42 puisque Cdc42 
n’est plus activée après l’invalidation de p38MAPK. Cdc42 participe donc aux changements 
dépendant du TGF-ß1 observés chez les FDHs IMR-90 en sénescence prématurée. Nous avons 
également mis en évidence que Rac1 est activée à plus long terme et est également impliquée 
dans les changements morphologiques.  
Nous ne savons cependant pas ce qui permet l’activation de p38MAPK et/ou Cdc42 suite au 
traitement avec H2O2, ni laquelle de ces 2 protéines est activée en premier. Plusieurs hypothèses 
s’offrent à nous selon les données de la littérature (figure 60). 
Il est bien connu que l’activation/inactivation de Rac1 et Cdc42 dépend essentiellement de 
trois classes de protéines : les GEFs (« gunanine nucleotide exchange factor ») qui favorisent 
l’échange du GDP par un GTP, les GAPs (« GTPases activating protein ») qui stimulent 
l’activité intrinsèque des protéines Rho à hydrolyser le GTP, et les GDIs (« guanine nucleotide 
dissociation inhibitor ») qui bloquent la dissociation du GDP. Rappelons que nous avons mis en 
évidence une néosynthèse d’une GAP-Cdc42 à long terme après le traitement des FDHs IMR-90 
avec H2O2. Il serait donc possible que l’inactivation d’une protéine GAP ou GDI ou au contraire 
l’activation d’une protéine GEF durant le traitement avec H2O2, soit à l’origine de l’activation de 
Cdc42 et donc de p38MAPK et HSP27. 
Selon la littérature, l’activité des GEFs, par exemple la famille des protéines Cool-Pix (« cloned-
out of library-PAK-interacting protein »), est dépendante de leur association directe avec Akt 
(Yoshii et al., 1999). Nous avons montré que Akt est phosphorylée sur la sérine 473 à 1 jour 
   
 
Figure 61 : Voies de signalisation induites par Rac et Cdc42 (en rouge), et qui 









































Figure 62 : Modèle d’activation et de stimulation de l’activité de Cool-2 GEF. L’équilibre 
monomère-dimère régule son activité GEF. En absence d’autre partenaire, le dimère Cool-2 
peut agir comme protéine à activité GEF pour Rac1. La liaison de Cdc42 active à Cool-2 
entraîne un réarangement de la conformation de Cool-2 et favorise une meilleure liaison avec 
Rac1, permettant un échange du GDP en GTP de manière plus rapide au niveau de Rac1. 
Rac1 activée inhibe alors l’activité GEF de Cool-2. Si le dimère de Cool-2 est bloqué, par 
exemple par la liaison d’un complexe PAK3-Gβγ, l’échange du nucléotide par l’activité GEF 
de Cool-2 est possible pour Rac1 et Cdc42. La forme activée de Cdc42 lient Cool-2 
monomérique de façon compétitive avec Rac1, inhibant ainsi l’activité GEF de Cool-2 pour 
l’activation de Rac1, et inversément (d’après Baird et al., 2005). 
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après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Il serait donc intéressant de déterminer, dans 
notre modèle, si Akt joue un rôle dans l’activation de Cdc42 et/ou Rac1 puisque l’activation de 
Cdc42/Rac1 et la phosphorylation de Akt sont synchronisées. 
De plus, il a été montré précédemment que les protéines de la famille de Cool-Pix permettent 
également l’activation des protéines PAK, cibles majeures de Rac1 et Cdc42 (figure 61) (Bishop 
and Hall, 2000). Les protéines Cool-Pix présentent des effets fonctionnels spécifiques et la 
protéine de cette famille la mieux décrite est ß-Pix (Feng et al., 2002). D’après d’autres 
chercheurs, ß-Pix active Cdc42 et joue un rôle dans l’activation de p38MAPK via une voie 
impliquant Cdc42/Rac/PAK/MKK3/6, ce qui permet de réorganiser le cytosquelette d’actine 
chez les fibroblastes NIH3T3. PAK permet alors d’induire les changements d’expression 
génique, une réorganisation du cytosquelette d’actine et des changements morphologiques 
induits par Cdc42 et Rac1. Chez ces fibroblastes murins transformés, il a été montré 
précédemment que ß-Pix peut interagir avec PAK au sein d’un complexe contenant la paxilline, 
Nck et p95PKL (« paxillin-kinase linker »). Cette dernière protéine appartient à la famille des 
protéines ARF, qui jouent un rôle direct quant à la réorganisation du cytosquelette d’actine. Ceci 
permettrait donc de faire le lien entre les protéines à activité GTPase et le cytosquelette d’actine 
(Lee et al., 2001). 
Dans la littérature, une hypothèse propose que Rac1, en compétition avec PAK pour la liaison 
avec ß-Pix, est maintenue inactive dans le cytosol par son interaction avec un GDI. ß-Pix permet 
l’activation de Cdc42, qui induit la phosphorylation et donc la dissociation de PAK avec ß-Pix. 
Rac1 peut alors interagir avec ß-Pix, et le GDI phosphorylé par PAK se dissocie de Rac1. Cette 
GTPase activée par ß-Pix permet alors la réorganisation du cytosquelette d’actine (figure 62) 
(Baird et al., 2005; ten Klooster et al., 2006). 
De plus, il est connu que PAK1 peut activer les LIMK (figure 61). Ces protéines pourraient 
également faire le lien entre Cdc42 et le cytosquelette d’actine dans les FDHs IMR-90 traités 
avec H2O2 puisque les LIMK permettent la phosphorylation de la cofiline, ce qui bloque la 
dépolymérisation de l’actine et donc induit l’accumulation de ses filaments (Arber et al., 1998; 
Yang et al., 1998). Le « pool » de cofiline active est vital pour la déstabilisation du cytosquelette 
d’actine et est contrôlé par phosphorylation, notamment par les LIMK, des phosphatases ou la 
protéine Rac1 (Yang et al., 1998). Ces signaux antagonistes peuvent converger vers la 
(dé)phosphorylation de la cofiline afin de contrôler la dynamique des filaments d’actine (Arber 
et al., 1998). Il a été montré précédemment que la migration de fibroblastes en monocouche qui 
ont été soumis à un test de blessure (destruction partielle de la monocouche) est supprimée 
lorsque LIMK-1 ou la cofiline sont surexprimées (Arber et al., 1998). 
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De plus, de récentes observations réalisées par d’autres chercheurs démontrent que des voies 
interférentes, et dépendantes du système rédox de la cellule, existent entre les différentes 
GTPases. Bien que ce lien ne soit pas universel, l’activité de Rac1 est souvent inversement 
proportionelle à l’activité de RhoA (Pour une revue : (Finkel, 2006)). La production de ROS 
induite par Rac1 module l’activité des protéines tyrosines phosphatases de faible poids 
moléculaire, ce qui permet l’activité de p190-Rho-GAP, et donc celle de RhoA (Pour une revue : 
(Finkel, 2006)). 
En perspective de cette partie du travail, nous pourrions aussi étudier le rôle de RhoA, comme 
nous l’avons fait pour Rac1 et Cdc42. Ceci nous permettrait d’avoir une vue générale concernant 
ces GTPases les plus décrites au sein de leur famille. Selon la littérature, RhoA est connue pour 
induire les fibres de stress d’actine, phénomène observé dans notre modèle de sénescence 
prématurée. Puisque Rac1 et Cdc42 ne sont pas synchronisées au niveau de leur activation après 
le traitement des FDHs avec H2O2, il se peut que RhoA joue aussi un rôle. 
Il a de plus été montré par d’autres chercheurs qu’un lien antagoniste existe entre Rac1 et Cdc42 
dans la génération de ROS chez des fibroblastes. Alors que Rac1 permet la production de ROS 
grâce à son interaction avec la NADPH oxydase, Cdc42 bloque cette interaction et donc la 
production de ROS qui en résulte (Diebold et al., 2004). Cette information permettrait de 
compléter nos données concernant ces Rho-GTPases. Ainsi, bien que nous pourrions penser que 
Rac1 et Cdc42 agissent dans des voies parallèles, il se pourrait que ces voies soient antagonistes 
également dans notre modèle. Ceci permettrait d’expliquer pourquoi Rac1 est inactive durant le 
traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 alors que Cdc42 est active à ce moment. A plus long 
terme après traitement avec H2O2, par contre, on pourrait observer une collaboration entre ces 
deux voies, ce qui induirait une altération de la morphologie cellulaire.  
Toutes ces hypothèses  qui permettraient de faire le lien entre p38MAPK, Cdc42, Rac1 et le 
cytosquelette d’actine restent cependant à vérifier dans notre modèle. Néanmoins, nous savons 
déjà que la forme phosphorylée de PAK1 est deux fois plus abondante à 3 jours après le 
traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 (résultats non montrés). Ceci a été mis en évidence par 
Western blot en comparant les conditions contrôles et en sénescence prématurée. Est-ce cette 
différence permet à PAK1 de participer à la réorganisation de l’actine ? Ceci reste à déterminer, 
mais ces résultats nous offrent une hypothèse quant à la stabilisation de l’actine par Rac1 à long 









































Figure 63 : Modèle hypothétique de l’effet de H2O2 sur la morphogenèse sénescente 
prématurée des fibroblastes IMR-90. L’implication de Cdc42, p38MAPK, HSP27, TGF-ß1, L-
CaD et la néosynthèse de l’ezrine, la L-CaD et HSP27 permettraient de réorganiser le 
cytosquelette d’actine et de paxilline. L’abondance augmentée de l’annexine 2 pourrait 
également jouer un rôle dans ce processus. Ce changement de morphologie permettrait peut-
être à la cellule de migrer plus facilement. La cavéoline 1 n’a pu être démontrée impliquée 
dans l’altération de la morphologie mais pourrait plutôt jouer un rôle au niveau du noyau. 























































II. Conclusion concernant les protéines identifiées lors de l’étude protéomique 
après marquage métabolique 
Dans notre modèle, p38MAPK permet la phosphorylation de HSP27 au cours du traitement 
des FDHs IMR-90 avec H2O2 mais également la phosphorylation de L-CaD à 4 jours après ce 
traitement. En connaissant les fonctions respectives de HSP27 et L-CaD dans l’organisation du 
cytosquelette d’actine, nous proposons un modèle selon lequel p38MAPK exerce tout d’abord un 
effet sur la polymérisation de l’actine via la phosphorylation de HSP27, ainsi qu’un effet à plus 
long terme sur la stabilisation de fibres de stress via la phosphorylation de L-CaD (figure 63). 
HSP27 peut également jouer un rôle de chaperonne dès le début du traitement des cellules. À 
long terme après traitement avec H2O2, HSP27 pourrait participer à l’assemblage des filaments 
d’actine ainsi que jouer un rôle au sein du noyau. 
Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence des évènements dépendants et 
indépendants du TGF-ß1 qui sont induits après le traitement de FDHs IMR-90 avec H2O2. En 
effet, la néosynthèse de protéines du cytosquelette telles que l’ezrine, L-CaD ou HSP27 est 
augmentée entre le 2ème et le 3ème jour après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Ces 
changements permettraient également de comprendre comment apparaît le phénotype de la 
sénescence prématurée et notamment la morphologie étalée. Les résultats que nous avons 
obtenus en ce qui concerne l’ezrine, L-CaD et HSP27 permettent de proposer une hypothèse 
selon laquelle des dislocations auraient lieu au sein de complexes de protéines telles que L-CaD, 
l’ezrine, et HSP27 et le cytosquelette d’actine entre le 2ème et le 3ème jour après le traitement avec 
H2O2. De façon synchronisée, la synthèse de nouvelles molécules d’ezrine, de L-CaD et de 
HSP27 auraient lieu. Ces nouvelles protéines seraient ensuite attachées au cytosquelette de 
manière à permettre les changements d’organisation d’actine en des sites bien spécifiques et 
modifier ainsi la morphologie des FDHs IMR-90. 
Enfin, grâce à cette étude protéomique, nous avons aussi mis en évidence des changements 
de niveau d’expression protéique propres à la stimulation avec du TGF-ß1. Ces protéines n’ont 
pas été étudiées au cours de ce travail mais permettent néanmoins d’élargir la liste déjà établie 
des protéines dont l’abondance change en réponse au TGF-ß1. 
Une étude transcriptomique avec à priori a été réalisée à partir de FDHs IMR-90 h-TERT 
(transfectés avec la sous-unité catalytique de la télomérase) afin de comparer la condition 
contrôle et traitée avec H2O2 (Zdanov et al., 2006). Cette étude montre une augmentation 
d’abondance de 17 et 20 transcrits respectivement à 24 h et à 72 h après le traitement des FDHs 
IMR-90 h-TERT avec H2O2 à une concentration sublétale. De même, 36 et 17 transcrits 
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présentent une diminution d’abondance repectivement à 24 h et à 72 h après le traitement avec 
H2O2. De plus, il semble que l’abondance de respectivement 19 et 16 transcrits est dépendante de 
p38MAPK respectivement à 24 h et 72 h après le traitement avec H2O2. Nous ne retrouvons pas de 
candidat commun avec cette étude parmi les protéines identifiées lors de notre étude 
protéomique. Diverses raisons, comme un effet différentiel de la télomérase sur l’expression 
génique des FDHs (de Magalhaes et al., 2004), la stabilité des ARNm ou des protéines, les temps 
d’analyse après le traitement, le fait que des corrélations entre changements d’abondance 
d’ARNm et de protéines ne sont pas toujours observées, ainsi que les seuils d’induction choisis 
dans les deux études, permettent d’expliquer l’absence de recouvrement entre ces deux études.  
Une étude protéomique a été réalisée précédemment au laboratoire sur des FDHs WI-38 
contrôles et en sénescence prématurée induite avec du t-BHP ou de l’ethanol ainsi que sur des 
FDHs WI-38 jeunes et vieux (Dierick et al., 2002b). Cette étude était également basée sur la 
néosynthèse protéique mise en évidence par l’utilisation de méthionine radioactive [35S]. Les 
protéines identifiées lors de cette étude ont été citées dans l’introduction. Parmi ces protéines, 
seules l’actine et HSP27, présentant une augmentation de néosynthèse respectivement dans les 
FDHs WI-38 en sénescence prématurée induite par t-BHP ou par éthanol et dans les FDHs WI-
38 en sénescence réplicative par rapport aux FDHs WI-38 jeunes contrôles, sont communes avec 
notre étude de la néosynthèse protéique des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée induite par 
H2O2. Bien que nous ayions étudié la néosynthèse protéique des FDHs IMR-90 entre le 2ème et le 
3ème jour après le traitement H2O2, comme cela a été réalisé pour les FDHs WI-38, il n’est pas 
étonnant de ne retrouver que peu de protéines communes entre ces deux études. Les FDHs WI-
38 et les FDHs IMR-90 sont des souches cellulaires différentes. Des protéines peuvent présenter 
une augmentation de néosynthèse suite à un stress et être impliquées dans l’apparition de la 
sénescence alors que d’autres protéines  appelée « cicatrices moléculaires » peuvent être 
spécifiques de chaque type de stress (Brack et al., 2000). 
Nos résultats sont donc complémentaires aux études réalisées auparavant sur la sénescence 
prématurée. 
Dans le but de compléter la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans 
l’activation de Cdc42, p38MAPK, Rac1 et L-CaD, nous nous sommes ensuite penchés sur l’étude 
de la cavéoline 1 lors de la sénescence prématurée des FDHs IMR-90 induite par H2O2. 
III. Etude de la cavéoline 1 lors de la sénescence prématurée 
Nous avons montré que l’abondance protéique totale de Cav1 dans des extraits 
cytoplasmiques est plus importante à partir de 1 jour après le traitement des FDHs avec H2O2. La 
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forme phosphorylée, sur la tyrosine 14, est plus abondante dans ces conditions, quel que soit le 
moment étudié après le traitement et est corréléeavec l’augmentation de Cav1 totale à partir de 1 
jour après le traitement. Nous avons montré que cette phosphorylation de Cav1 durant le 
traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 est dépendante de p38αMAPK. D’autres études portant sur 
des fibroblastes murins NIH3T3 ou des cellules endothéliales traitées avec H2O2 ont montré que 
cette phosphorylation de Cav1 dépendante de p38MAPK est réversible si H2O2 n’est plus présent 
dans le milieu extracellulaire (Cho et al., 2004; Volonte et al., 2001). Bien que nous n’ayions 
montré l’implication de p38αMAPK que dans les temps courts, la phosphorylation de Cav1 est 
maintenue jusqu’à 3 jours après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Puisque nous avons 
observé un lien entre Cdc42 et p38αMAPK dans la première partie du travail, nous avons 
également étudié l’effet de l’invalidation de Cav1 sur l’activation de Cdc42 durant le traitement 
des FDHs IMR-90 avec H2O2. Nous n’avons pas observé d’implication de Cav1 sur l’activité de 
Cdc42 (résultats non montrés). L’activation de Cdc42 par p38αMAPK ne dépend donc pas de 
Cav1. 
Avant que nous commencions cette étude, d’autres chercheurs ont tenté d’éclaircir la 
fonction de Cav1 dans l’établissement de la sénescence. Par exemple, une étude de la sénescence 
réplicative de fibroblastes de peau a mis en évidence que l’abondance des protéines FAK et 
RhoA augmente dans les cavéoles. De plus, dans ces cellules sénescentes, Rac1 et Cdc42 
interagissent directement avec Cav1 (Cho et al., 2004). Ces auteurs proposent donc que, via ces 
interactions avec les GTPases, Cav1 pourrait induire la morphologie altérée des cellules en 
sénescence réplicative. Toutefois, il semble que Cav1 ne soit impliquée ni dans l’altération de la 
morphologie de FDHs IMR-90 en sénescence prématurée, ni dans l’activation de Cdc42 durant 
le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. 
D’autres auteurs ont démontré l’implication de Cav1 dans les mécanismes induits lors du 
traitement de fibroblastes murins transformés NIH3T3. Ils décrivent le rôle de Cav1 dans l’arrêt 
de prolifération irréversible via l’activation de p21WAF-1, la morphologie cellulaire étalée des 
cellules et l’augmentation de cellules positives pour la SA-ß gal (Volonte et al., 2002). 
Contrairement à ces résultats, nous démontrons que Cav1 n’intervient pas dans l’apparition 
de caractéristiques de la sénescence. Nous pouvons donc conclure que le rôle de Cav1 dans 
l’établissement de la sénescence prématurée est dépendant soit de l’espèce d’origine des 
fibroblastes étudiés, soit de l’immortalisation des cellules NIH3T3, soit des deux. 
Nous avons démontré que Akt et les protéines ERK sont phosphorylées à long terme après 
traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Cav1 n’est pas impliquée dans ces modifications post-
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traductionnelles. Dans la littérature, les protéines ERK ont été présentées comme régulateurs 
négatifs de la voie du TGF-ß1 par interaction ou modification des Smads (Razani et al., 2001). 
De plus, il a été montré précédemment que Cav1 interagit avec le TßR-I de manière à bloquer la 
phosphorylation de Smad2, l’interaction de Smad2 avec Smad4 ainsi que leur translocation vers 
le noyau. Il serait donc intéressant d’étudier la voie des Smads. Si cette voie ne semble pas 
activée dans le modèle de FDHs en sénescence prématurée induite par H2O2, nous pourrions 
alors analyser l’implication de Cav1 et des ERK dans cette inhibition. Dans le cas d’une 
régulation négative, Cav1 et les protéines ERK pourraient agir en parallèle. 
 
Néanmoins, nous avons mis en évidence une abondance protéique élevée de Cav1 dans les 
extraits nucléaires récoltés 1 jour après le traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2. Selon la 
littérature, en fonction du type cellulaire étudié, Cav1 peut présenter des localisations autres que 
membranaires, par exemple dans les mitochondries, la lumière du réticulum endoplasmique, 
dans les vésicules de sécrétion, etc. (Pour une revue : (Quest et al., 2004)). D’autres chercheurs 
ont déjà observé Cav1 au sein de noyaux de cellules de carcinomes, ou de cellules endothéliales 
(Feng et al., 1999; Sanna et al., 2007). Néanmoins, notre étude est la première à présenter une 
localisation nucléaire de Cav1 dans des FDHs. 
Dans la perspective de cette étude, il sera intéressant de déterminer si Cav1 nucléaire est 
capable de lier une séquence de l’ADN humain et jouer un rôle activateur ou répresseur de la 
transcription lors de la sénescence prématurée. Il a déjà été démontré par Sanna et son équipe 
que Cav1 nucléaire de cellules de carcinomes ovariens peut lier la séquence promotrice de la 
cycline D1 et exercer une fonction de répression de la transcription de la cycline D1 (Sanna et 
al., 2007). Cependant, des études montrent que l’abondance des transcrits de la cycline D1 
augmente lors de la sénescence réplicative ou de la sénéscence prématurée induite par des stres 
répétés aux UVB (Berardi et al., 2003; Borlon et al., 2007; Debacq-Chainiaux et al., 2005; 
Fukami et al., 1995). Il a déjà été montré qu’un niveau excessif de la cycline D1 réprime la 
prolifération cellulaire en inhibant la réplication de l’ADN et l’activité de CDK2 (Berardi et al., 
2003). Si l’abondance des transcrits de la cycline D1 augmentent également lors de la 
sénescence prématurée induite par H2O2, il est toujours possible que Cav1 exerce une fonction de 
répression (ou d’activation) de la transcription d’autres gènes. 
Selon la littérature, Cav1 peut être transloquée dans le noyau par diffusion simple ou en 
association avec des protéines chaperonnes, dans divers types cellulaires (Joliot et al., 1997; 
Uittenbogaard et al., 1998). Nous pourrions donc imaginer Cav1 en association avec HSP27 dans 
CONCLUSION 
137  
les noyaux de FDHs IMR-90 traités avec H2O2. Des études complémentaires sont nécessaires 
afin d’identifier les mécanismes de translocation de Cav1 vers le noyau chez les FDHs IMR-90. 
Afin d’éclaircir le rôle de Cav1 dans l’établissement de la sénescence prématurée de 
FDHs, nous pourrions invalider l’expression de cette protéine grâce à l’outil des siRNA avant de 
soumettre les FDHs IMR-90 à un traitement sublétal avec H2O2 et réaliser une étude 
protéomique ou transcriptomique. Nous pourrions ainsi cibler la suite des études sur certains 
candidats intéressants dans le cadre de la sénescence prématurée de FDHs IMR-90 traités avec 
H2O2. La surexpression de Cav1 dans les IMR-90 avant le traitement avec H2O2 nous permettrait 
de déterminer si l’augmentation d’abondance protéique de Cav1 observée après traitement avec 
H2O2 est une cause (inducteur) ou une conséquence (protecteur) de l’apparition de la sénescence 
prématurée. 
 
Le rôle de Cav1 dans l’établissement de la sénescence prématurée n’est pas semblable dans 
des FDHs murins transformés et dans des FDHs humains normaux. Il a été montré 
précédemment que la surexpression d’autres protéines, comme Ras, n’induisait pas les mêmes 
conséquences au sein de cellules transformées ou normales (Serrano et al., 1997). 
Dans le cadre de notre étude, nous pouvons proposer que Cav1, localisée en membrane 
plasmique, jouerait plutôt un rôle au niveau de la signalisation immédiatement après le début du 
traitement des cellules avec H2O2 alors qu’elle aurait une fonction au sein des noyaux dans les 
jours qui suivent ce traitement. 
Cav1 n’a pas été identifiée lors de l’analyse par 2DGE. Plusieurs hypothèses peuvent 
expliquer cette observation. En fonction de leurs propriétés physico-chimiques, toutes les 
protéines déposées sur le gel de première dimension ne pénètrent pas dans celui-ci. De plus, 
Cav1 est de faible poids moléculaire et n’est probablement pas reprise dans le profil protéique 
analysé. Il est également possible que Cav1 soit présente sur les 2DGE mais que le spot 




IV. Etude de l’abondance des protéines membranaires lors de la sénescence 
prématurée induite par H2O2 
IV.1. Généralités 
Afin de compléter ces données sur la néosynthèse des protéines cytosolubles suite au 
traitement des FDHs IMR-90 avec H2O2 à concentration sublétale, nous avons choisi d’identifier 
des protéines membranaires ou associées aux membranes et dont l’abondance relative varie le 
3ème jour après ce traitement. 
Bien que les protéines membranaires ne représentent que 1/3 des protéines encodées par le 
génome humain (Wallin and von Heijne, 1998), elles représentent plus de 2/3 des protéines 
cibles pour les médicaments (Hopkins and Groom, 2002). Pour cette raison, la caractérisation et 
l’identification de différences d’abondance des protéines membranaires, comme les protéines de 
la membrane plasmique, revêt un intérêt considérable. 
Nous avons tenté de réaliser ici la première étude à large échelle de protéines 
microsomales dans le contexte de la sénescence prématurée. 
La technique d’extraction de protéines membranaires et l’identification de ces protéines par 
l’utilisation de la spectrométrie de masse ne nous a permis d’identifier que très peu de protéines 
membranaires en tant que telles. Cependant, les changements d’abondance protéique observés 3 
jours après le traitement avec H2O2 correspondent à des protéines qui sont décrites dans la 
littérature comme pouvant être associées à des protéines membranaires. Certaines des protéines 
qui présentent une variation de niveau d’abondance pourraient jouer un rôle dans l’établissement 
du phénotype de sénescence prématurée. Par exemple, la vimentine, un constituant des filaments 
intermédiaires, peut être associée à la membrane plasmique via sa liaison avec l’ankyrine 
(Georgatos and Marchesi, 1985; Georgatos et al., 1985). Chez les FDHs IMR-90 en sénescence 
prématurée, la vimentine a été identifiée dans plusieurs spots et présente des augmentations ou 
des diminutions d’abondance en fonction du spot étudié. Chez des individus âgés, une 
accumulation de vimentine modifiée dans les FDHs a été observée (Kueper et al., 2007). La 
cathepsine D (augmentation de 1,8 x en sénescence prématurée) est une protéase acide dont le 
précurseur a été observé associé en membrane de vésicules coatées et destinées à être transférées 
vers les lysosomes ou les endosomes (Diment et al., 1988; Ntais et al., 2004). La 
ribonucléoprotéine nucléaire hétérogène K (hnRNP-K) (diminution de 1,7 x en sénescence 
prématurée) lie les pré-ARNm et joue un rôle dans le métabolisme des pré-ARNm 
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essentiellement riches en cystéine. Une étude protéomique récente a identifié des protéines 
partenaires de hnRNP-K comme Grb2, une protéine adaptatrice située proche de la membrane 
plasmique (Mikula et al., 2006). 
D’autres approches techniques sont décrites dans la littérature afin d’analyser les protéines 
membranaires. Par exemple, la méthode du « blue native » en gel d’électrophorèse est utilisée 
pour la résolution sous forme native de protéines hydrophobes ou de complexes membranaires 
complexes. Les membranes sont resuspendues et résolues sous leur forme native  selon une 
première dimension. Une seconde dimension par utilisation de la technique SDS-PAGE est 
ensuite utilisée afin de dénaturer, et donc de dissocier, les complexes et d’en résoudre les 
constituants séparément. Cette méthode a été développée afin d’étudier les protéines de 
membranes mitochondriales de cellules eucaryotes, et a ensuite été utilisée afin d’étudier les 
protéines de la membrane plasmique (Brookes et al., 2002; Kruft et al., 2001; Reisinger and 
Eichacker, 2006). 
Dans d’autres études, l’utilisation de méthodes « gel-free » avec de la LC-MS/MS ont été 
utilisées afin de réaliser des études protéomiques membranaires. Par exemple, Wu et ses 
collaborateurs ont utilisé une approche basée sur la spectrométrie de masse afin d’identifier et de 
caractériser des protéines membranaires sur une grande échelle (Wu et al., 2006). Ils ont adapté 
la stratégie à l’analyse directe de mixtures de peptides complexes dérivées de digestion 
protéolytique de mixtures hétérogènes de protéines afin de générer rapidement un profil global 
des protéines présentes dans le mélange. La capacité d’analyser les protéines sous leur forme 
native, plutôt que dans un détergent ou dans un environnement de solvants organiques, permet 
l’analyse de la topologie protéique (Rabilloud, 2003). 
Nous avons choisi de marquer les protéines issues des FDHs IMR-90 en sénescence 
prématurée et des FDHs IMR-90 contrôles avec des cyanines fluorescentes avant leur séparation 
sur 2DGE, comme expliqué dans le matériel supplémentaire de l’article (Chrétien et al., 2008a). 
Comme déjà décrit avant, la technique 2D-DIGE présente de nombreux avantages. La migration 
des deux types d’échantillons est réalisée sur un seul gel, de même qu’un standard interne 
marqué, lui aussi, avec des cyanines. Le standard interne et la migration des échantillons sur un 
même gel permettent d’éliminer les variations de gel à gel. Le marquage protéique aux cyanines 
permet de visualiser à la fois des protéines très faiblement abondantes et fortement exprimées. 
Les programmes d’analyse automatisés permettent de déterminer très rapidement des variations 
d’abondance statistiquement significatives. 
Les protéines identifiées lors des deux études protéomiques menées au cours de ce travail 
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sont propres à chaque étude. Cette constatation est logique puisque la première étude porte sur la 
néosynthèse de protéines entre le 2ème et le 3ème jour après le traitement des cellules avec H2O2 
alors que la seconde étude porte sur l’abondance de protéines membranaires à 3 jours après ce 
traitement. Ces deux études sont donc complémentaires et mettent en évidence la complexité du 
protéome cellulaire et donc de l’importance de son étude détaillée. 
Il eut été possible d’identifier Rac1, Cdc42 et/ou Cav1 en tant que protéine associée à la 
membrane et présentant une variation d’abondance entre les cellules contrôles et traitées avec 
H2O2. En effet, bien que nous sachions à présent que l’abondance totale de Rac1 et Cdc42 ne 
varie pas dans nos conditions, leur activation nécessite la relocalisation vers la membrane 
plasmique. Cav1 présente une localisation essentiellement membranaire, puisqu’il s’agit du 
principal constituant des cavéoles. Cependant, bien que son abondance protéique augmente dans 
les jours qui suivent le traitement des FDHs avec H2O2, Cav1 n’a pas été identifiée parmi les 
protéines d’intérêts issues de l’analyse protéique réalisée à partir d’extraits membranaires de ces 
mêmes cellules. Pourtant, nous pourrions envisager que phospho-Cav1 soit présente au sein des 
cavéoles des FDHs IMR-90 à ce moment puisque il a déjà été montré que cette phosphorylation 
a lieu pour cette localisation subcellulaire (del Pozo et al., 2005). Une étude protéomique par 
utilisation de 2DGE présente cependant certaines limites. En effet, comme nous l’avons déjà 
expliqué pour le cas de Cav1, en fonction de leur propriété physico-chimique, toutes les 
protéines déposées sur le gel de première dimension ne pénètrent pas dans celui-ci. De plus, ces 
protéines sont de faible poids moléculaire et ne sont probablement pas reprises dans le profil 
protéique analysé. Il est également possible que ces protéines soient masquées par le spot d’une 
autre protéine plus abondante sur les 2DGE ou encore que ces protéines soient trop faiblement 
abondantes que pour être visualisées sur les 2DGE. 
Quelques protéines ont été identifiées à partir de plusieurs spots sur les gels 
bidimensionnels. Ces spots pourraient correspondre à différentes isoformes de ces protéines 
présentant des modifications post-traductionnelles comme une phosphorylation ou une 
glycosylation. Il serait intéressant de caractériser ces modifications post-traductionnelles afin de 
mieux comprendre les implications fonctionnelles des changements observés par gels à 2 
dimensions. 
IV.2. Annexine A2 
Parmi les protéines d’intérêt que nous avons identifiées, ANXA2 correspondait à plusieurs 
spots détectés sur les 2DGE. De plus, suite à notre étude protéomique, nous avons montré 
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clairement une induction et une relocalisation de ANXA2 vers la membrane après le traitement 
de FDHs IMR-90 avec H2O2. 
La présence de différentes isoformes de ANXA2 pourrait expliquer les différents spots mis en 
évidence sur nos gels bidimensionnels. Nous pourrions déterminer quelles sont ces isoformes 
ainsi que leur localisation subcellulaire chez les FDHs IMR-90 traités avec H2O2. 
Les protéines associées avec ANXA2 affectent également la localisation spécifique de 
cette protéine dans différents sites subcellulaires (Gerke and Moss, 2002). 
En utilisant la technique des siRNA, nous pourrions éclaircir le rôle de ANXA2 dans notre 
modèle expérimental. Ceci nous permettrait de plus de déterminer si l’induction de cette protéine 
suite au stress avec H2O2 est une cause ou une conséquence de la sénescence prématurée. 
Diverses études menées sur d’autres modèles cellulaires nous permettent d’émettre 
plusieurs hypothèses quant au rôle de ANXA2 dans notre modèle. 
Il a été démontré que ANXA2 est physiquement associée avec l’ezrine, la moesine, l’α-
actinine et l’actine dans un complexe associé aux membranes. Ceci supporte l’hypothèse que 
ANXA2 fait partie de l’interface entre les membranes riches en cholestérol comme les 
endosomes ou la membrane plasmique et le cytosquelette d’actine et suggère que ANXA2 fait 
partie d’un système moléculaire qui ancre le cytosquelette d’actine aux membranes cellulaires 
(Harder et al., 1997). Nous pourrions étudier une interaction potentielle entre l’ezrine et ANXA2 
par co-immunoprécipitation à partir d’extraits membranaires de FDHs IMR-90 traités avec H2O2. 
Ceci nous permettrait d’approfondir les mécanismes moléculaires impliqués dans la morphologie 
des FDHs en sénescence prématurée. 
ANXA2 peut organiser les domaines membranaires et des plates-formes de recrutement 
pour les protéines en interagissant avec celles-ci (Gerke et al., 2005). Bien qu’aucun lien n’ait été 
démontré entre Cdc42, Rac1 et ANXA2 chez des FDHs, ces protéines GTPases interagissent 
avec ANXA2 dans des cellules épithéliales. Dans ces cellules, Rac1 est complexé à ANXA2 au 
niveau des contacts cellule-cellule afin d’orienter la membrane plasmique et la dynamique de 
l’actine lors du mécanisme d’adhérence médié par les cadhérines. Leur localisation en membrane 
plasmique semble être dépendante de la voie PI3K (Hansen et al., 2002). Cdc42 est recrutée par 
ANXA2 au niveau de la surface apicale afin de contrôler la membrane plasmique apicale dans le 
cadre du développement des tissus épithéliaux (Martin-Belmonte et al., 2007). 
Puisque l’abondance protéique de ANXA2 et l’activité de Rac1 augmente à 3 jours après 
le traitement avec H2O2, et puisque ces deux protéines sont situées en membrane dans ces 
conditions, nous pourrions déterminer si ces deux protéines interagissent et le rôle de cette 
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interaction potentielle. Nous avons déjà testé cette hypothèse en réalisant une co-
immunoprécipitation à partir d’extraits totaux de FDHs IMR-90 contrôles ou traités, sans obtenir 
de différence entre ces deux conditions. Cette expérience pourrait être reproduite à partir 
d’extraits membranaires. 
Enfin, il a déjà été montré que Cav1 peut former un complexe protéine chaperonne-lipide 
et faciliter le transport direct de molécules de cholestérol nouvellement synthétisée du réticulum 
endoplasmique vers les cavéoles, mais également des cavéoles aux membranes intracellulaires. 
Au cours de ce transport, le cholestérol est associé à Cav1 dans un complexe protéique 
comprenant entre autres ANXA2. ANXA2 ne présentant aucun motif classique de liaison à 
Cav1, le site d’interaction est inconnu. Il est proposé que ANXA2 n’interagit pas directement 
avec Cav1 mais via une liaison avec un cholestéryl ester (Uittenbogaard et al., 2002). Cette 
interaction a été observée pour des cellules en culture ainsi que lors de l’étude de la régulation du 
métabolisme intestinal des stérols (Shu et al., 2000; Smart et al., 2004; Uittenbogaard et al., 
2002). 
Une des perspectives de cette deuxième partie du travail est d’étudier le rôle des autres 
protéines identifiées. Par exemple la vimentine, qui a été identifiée comme étant présente dans 
les podosomes (Correia et al., 1999). Cette protéine liant l’actine pourrait également faire partie 
des mécanismes impliqués dans l’apparition de la morphologie sénescente. 
V. Potentiel migratoire des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée et 
implication potentielle de Cdc42, Rac1, p38MAPK, l’ezrine, L-CaD et ANXA2 
La migration cellulaire directionnelle et l’adhérence des cellules à la matrice sont 
essentielles lors du développement embryonnaire, de la cicatrisation, de la prolifération 
cellulaire, de l’angiogenèse, ou de la progression des métastases et requièrent une polarisation 
cellulaire en combinaison avec un stimulus de motilité (Kheradmand et al., 1998; Kole et al., 
2005). Ce processus est contrôlé par les voies de signalisation induites auite au contact de la 
cellule avec la matrice extracellulaire, mais aussi par l’exposition des cellules à des molécules 
solubles, des facteurs de prolifération ou des lipides. La stimulation des récepteurs 
transmembranaires initient les signaux intracellulaires à travers l’activation de nombreuses 
protéines comme les GTPases, les MAPK, des protéines régulées par le Ca++, ou encore les PKC 
(Ridley, 2001). 
La migration cellulaire peut être modélisée comme un processus répétitif, en plusieurs étapes. 
Cela commence par l’établissement de la polarité spatiale et l’extension de protrusions 
membranaires en direction du mouvement. Les nouvelles protrusions formées sont stabilisées par 
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adhérence ferme au substrat et elles initient le mécanisme de contraction qui génère l’avancée 
vers l’avant et la rétraction de l’arrière de la cellule. 
Les capacités migratoires d’une cellule dépendent donc de la dynamique des microtubules et du 
cytosquelette d’actine. Alors que les microtubules jouent un rôle dans la polarité cellulaire, les 
mouvements cellulaires résultent de la polymérisation de l’actine du côté de la cellule 
correspondant au sens de la migration et de la contraction du côté opposé grâce à l’actomysosine. 
En parallèle, les microtubules et l’actine orchestrent également l’adhérence cellulaire au substrat.  
Rac1, Cdc42 et RhoA participent à ce processus grâce à la stabilisation du cytosquelette d’actine 
(ten Klooster et al., 2006). 
De plus, selon la littérature, par leur rôle dans l’activation des JNK, Rac1 et Cdc42 
permettent au facteur de transcription c-jun d’induire la transcription de gènes correspondant à 
des MMP qui permettront de dégrader la matrice après avoir été sécrétées (Ridley, 2001), ce qui 
pourrait favoriser la migration cellulaire au sein d’un tissu. Il a été montré par d’autres 
chercheurs que des FDHs de peau de derme en sénescence prématurée présentent une abondance 
augmentée des transcrits des MMP1, 2, 3, 7, 10 et 14 à long terme après le traitement (Borlon et 
al., 2007; Debacq-Chainiaux et al., 2005). Si les protéines MMP correspondantes à ces transcrits 
sont effectivement sécrétées en plus grande quantité par les FDHs de peau de derme en 
sénescence prématurée, cela permettrait à ces cellules d’augmenter le taux de dégradation de la 
matrice extra-cellulaire environnantes et donc de migrer plus facilement. Il est connu que Rho, 
Rac1 et Cdc42 affectent la stabilisation de ces microtubules afin de permettre la formation de 
longs lamellipodes (Ridley, 2001). Les RhoGTPases régulent donc de façon coordonnée les 
aspects multiples de la migration cellulaire, en affectant les différents composants du 
cytosquelette ainsi que l’adhérence au substrat et le remodelage de la matrice extracellulaire 
(Ridley, 2001). En 2005, il a été démontré que p38MAPK activée est responsable de la migration de 
cellules endothéliales, associée avec une altération de l’architecture de l’actine et de la formation 
de lamellipodes. Par contre, cette protéine présente un effet opposé quant à leur prolifération 
(McMullen et al., 2005). 
 
Pour revenir au potentiel migratoire des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée, nous 
avons montré que p38MAPK et Rac1 contribuent à ce processus. Contrairement à cela, Cdc42 
semble plutôt s’opposer à la migration des FDHs IMR-90 en sénescence prématurée. 
Nous pouvons proposer l’hypothèse suivante. Puisque cet effet sur la migration des cellules a 
lieu plusieurs jours après traitement avec H2O2, nous pouvons imaginer que la phosphorylation 
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de p38αMAPK et l’activation de Rac1 soient nécessaires à cette augmentation de la capacité de la 
migration des cellules en sénescence prématurée. Puisque l’activation de Cdc42 est moins 
importante dans les temps plus longs, nous pouvons imaginer que Cdc42 permet de moduler ce 
potentiel migratoire mais de façon modérée. Cette régulation négative par Cdc42 pourrait passer 
par l’inhibition des MMPs. En effet, il a déjà été montré précédemment que Cdc42 bloque 
l’expression de MMP1 en inhibant la voie des ERK dans des fibroblastes humains de peau 
(Deroanne et al., 2005). 
Puisque le potentiel migratoire des cellules en sénescence prématurée semble pouvoir être 
régulé entre autres par Cdc42, Rac1 et p38αMAPK, il serait intéressant de déterminer le rôle du 
TGF-ß1 dans ce processus, notamment en utilisant des anticorps neutralisant le TGF-ß1. En 
effet, selon d’autres études, le TGF-ß1 semble être impliqué dans la migration de différents types 
cellulaires tels que des cellules leucémiques basophiles de rat (Edlund et al., 2002). 
Ces résultats concernant le potentiel migratoire des FDHs IMR-90, bien que préliminaires, 
permettent aussi de proposer des hypothèses et des perspectives pour des protéines identifiées 
lors des études protéomiques comme l’ezrine, L-CaD ou ANXA2. 
Il a précédemment été montré que l’altération de l’expression ou une inactivation de 
l’ezrine altère la morphologie cellulaire, la motilité, l’adhérence ou l’invasion cellulaire (Coscoy 
et al., 2002; Hunter, 2004). In vivo, la dégradation de l’ezrine par la calpaïne conduit à la 
dislocation du cytosquelette d’actine (Louvet-Vallee, 2000). Par contre, d’autres chercheurs ont 
montré qu’une surexpression de l’ezrine dans des cellules épithéliales augmente la capacité 
migratoire cellulaire et la tubulogenèse induite par une stimulation avec du HGF (« Hepatocyte 
Growth Factor ») (Crepaldi et al., 1997). Toujours selon la littérature, des fibroblastes 
immortalisés et surexprimant l’ezrine perdent complètement leur inhibition de contact, indiquant 
que cette protéine est impliquée dans l’adhérence cellule-cellule et cellule-substrat (Louvet-
Vallee, 2000).  
Les données de la littérature suggèrent que L-CaD joue un rôle sur l’organisation du 
cytosquelette en interagissant avec de nombreux partenaires protéiques. Ces interactions dictent 
la localisation de L-CaD dans les podosomes et les lamellipodes, induisent la formation de ces 
derniers et leurs fonctions dans la motilité et l’invasion cellulaire (Gu et al., 2007).  
Dans le modèle de sénescence prématurée de FDHs humains, ANXA2 associée à la 
membrane plasmique permettrait peut-être la fluidité membranaire nécessaire à la formation de 
protrusions au cours du processus de migration. D’autres études montrent que ANXA2 induirait 
plutôt un blocage de la migration cellulaire alors que d’autres présentent un effet opposé (Balch 
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and Dedman, 1997; Hayes et al., 2004; Singh, 2007). En utilisant deux tests de migration 
indépendants, il a été montré par d’autres chercheurs que ANXA2 et A5 inhibent la motilité 
cellulaire de cellules de carcinomes de poumons. De plus, des anticorps anti-annexine 
augmentent la migration cellulaire (Balch and Dedman, 1997). D’une manière similaire à PI3K 
et à p38MAPK, ANXA2 pourrait également permettre la migration et l’invasion cellulaire, par 
exemple, par l’interaction de cette protéine avec les extrémités protrusives de ces cellules (Singh, 
2007). Selon la littérature, l’utilisation de siRNA anti-ANXA2 résulte en l’inhibition des 
propriétés invasives de cellules de gliomes et l’augmentation de fibres de stress. Ces récentes 
études suggèrent donc que l’interaction de ANXA2 avec le cytosquelette joue un rôle important 
dans l’invasion par les cellules cancéreuses (Singh, 2007). 
Enfin, puisque le rôle de l’ezrine, L-CaD et ANXA2 est actuellement inconnu en ce qui 
concerne l’établissement de la sénescence prématurée induite par H2O2, il serait intéressant 
d’étudier l’effet de l’invalidation de l’ezrine, L-CaD ou de l’ANXA2 sur la morphologie et le 
potentiel prolifératoire des FDHs IMR-90 après traitement avec H2O2. 
VI. Conclusion générale 
Au cours de ce travail, nous avons donc étudié les effets à court (entre 1 h et 8 h) et à long 
terme (entre 1 jour et 4 jours) du traitement de FDHs IMR-90 avec H2O2 et avons partiellement 
complété les données de la littérature concernant les voies de signalisation activées suite à ce 
traitement. Grâce aux données récoltées au cours de ce travail, nous proposons, à titre 
hypothétique, le modèle présenté à la figure 63. Durant le traitement des FDHs IMR-90 avec 
H2O2, des voies de signalisation sont activées et impliquent Cdc42/p38MAPK/HSP27, L-CaD et 
Cav1. Durant ce traitement, Rac1 est quant à elle inactive. Nous proposons donc que les 
réponses à court terme représentent essentiellement des voies de signalisation permettant à la 
cellule de mettre en place des systèmes de défense/réparation face au traitement avec H2O2. Un 
jour après ce traitement, les transcrits de TGF-ß1 augmentent sous la dépendance de Cdc42 et 
p38MAPK, ce qui permet l’apparition de certains marqueurs de la sénescence à plus long terme. 
Rac1 est également activée à ce moment. A plus long terme (entre le 2ème et le 3ème jour après le 
traitement), l’ezrine, L-CaD et HSP27 sont néosynthétisées. Ces mécanismes pourraient être 
responsables de l’apparition de la morphologie sénescente. Trois jours après le traitement, 
HSP27 est observée dans le cytosol mais également dans les noyaux et en région péri-nucléaire 
au sein des FDHs IRM-90. Une localisation nucléaire est également observée pour Cav1 dans les 
cellules en sénescence prématurée et permettrait à cette protéine de jouer un rôle dans l’induction 
ou la répression de la transcription de certains gènes cibles. ANXA2, quant à elle, est relocalisée 
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vers la membrane plasmique et pourrait également jouer un rôle dans l’apparition de la 
morphologie étalée des cellules.  
 
Différente études ont posé la question de savoir si la durée de vie proliférative in vitro de 
cellules en culture est une propriété cellulaire inhérente ou plutôt un artéfact de l’environnement 
de culture (Wright and Shay, 2001). Il a été suggéré que la sénescence réplicative et la durée de 
vie de cellules diploïdes en culture pourraient être liées à des conditions de prolifération 
inadéquates. La durée de vie proliférative est inversement proportionnelle à l’oxygène ambiant et 
directement reliée à la densité de cellulaire après repiquage. La concentration atmosphérique en 
oxygène (21 %) présente lors de la culture cellulaire est plus élevée que dans la plupart des tissus 
et est une source de stress pour ces cellules (Pour une revue : (Serrano and Blasco, 2001)). Cette 
concentration en oxygène est donc également une source de variabilité accrue de comportement 
cellulaire en fonction de la capacité de résistance individuelle de chaque cellule d’une culture. 
Il a donc été proposé qu’il est possible de déterminer des conditions de culture, dont une pression 
partielle en oxygène physiologique réduite, minimisant les stress de la culture (Ramirez et al., 
2001; Wright and Shay, 2001). Lorsque la pression partielle en oxygène in vitro est de 3% plutot 
que de 20%, le nombre de divisions cellulaire augmente. Cependant, à une concentration 
physiologique en O2, le nombre de divisions cellulaires en culture possible devient beaucoup 
plus élevé qu’in vivo, en ce qui concerne les FDHs (voir discussion de l’article 1). 
Il est donc important d’étudier des modèles représentatifs de ce qui pourrait se produire in vivo, 
où des stress de forte nature existent, parfois très localement. Au laboratoire, des modèles de 
sénescence prématurée ont été développés et ont été comparés au modèle de sénescence 
réplicative. Il a été montré que le modèle de sénescence prématurée induite par un ou plusieurs 
stress n’est pas semblable au modèle de sénescence réplicative (Dierick et al., 2002a; Pascal et 
al., 2005). Cependant, in vivo, les tissus sont continuellement exposés à divers agents stressants. 
Ainsi, les cellules en sénescence prématurée induite par des stress (oxydatifs) pourraient jouer un 
rôle au niveau des changements liés à l’âge des individus ou lors de maladie liées à l’âge. 
Bien qu’il s’agisse d’un sujet longtemps controversé, un nombre croissant de données 
démontrent que le processus de sénescence prématurée pourrait également se produire in vivo 
(Pour une revue : (Bird et al., 2003)) (voir discussion de l’article 1). 
Les cellules présentant des caractéristiques de la sénescence s’accumulent avec l’âge dans 
de multiples tissus humains ou de rongeurs. Des cellules sénescentes sont présentes en des sites 
de certaines pathologies liées à l’âge comme des lésions athérosclérotiques, des ulcères de la 
peau, des zones d’arthrose, etc. (Pour une revue : (Campisi, 2005)) ; (Fenton et al., 2001; Krabbe 
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et al., 2004; Minamino and Komuro, 2006; Minamino and Komuro, 2007; Minamino et al., 
2002). Des fibroblastes en culture issus d’ulcère veineux ou de peau intacte sujette à une 
hypertension veineuse présentent des caractéristiques de la sénescence (Mendez et al., 1998). De 
même, le vieillissement prématuré de FDHs de poumon a été observé in vitro lorsque les cellules 
provenaient de patients présentant des problèmes d’emphysème. Les fibroblastes jouent un rôle 
important dans la maintenance des structures alvéolaires. Un phénotype sénescent pourrait donc 
affecter les tissus, la maintenance structurelle des poumons et donc être impliqué dans la 
pathobiologie de l’emphysème (Muller et al., 2006). Ce mécanisme de vieillissement prématuré 
de fibroblastes de patients emphysèmateux est indépendant du raccourcissement télomérique, 
bien que les cellules présentent une capacité de prolifération réduite, une altération de la réponse 
aux facteurs de prolifération et un faible nombre de doublement de population en culture. 
Ainsi, les cellules sénescentes peuvent contribuer au vieillissement et aux pathologies liées à 
l’âge en stimulant le remodelage des tissus et les inflammations locales qui peuvent 
compromettre la structure et la fonction des tissus (Pour une revue : (Campisi, 2005)). 
La réponse immunitaire innée semble être activée au cours du vieillissement, conduisant à 
un état pro-inflammatoire. La perturbation de l’équilibre entre l’immunité innée et adaptative 
associée à l’âge conduit à un phénotype pro-inflammatoire appelé « inflamm-aging » (Franceschi 
et al., 2000). Chez une personne âgée, un stress antigénique ou oxydatif va augmenter la 
demande envers le système immunitaire inné et conduire à un état caractérisé par une réponse 
inflammatoire de faible niveau (« low grade inflammation ») mais chronique. Cela peut induire 
ou aggraver les maladies dégénératives associées à l’âge telles que l’athérosclérose ou les 
maladies neurodégénératives. 
La sénescence cellulaire a été définie comme étant un mécanisme anti-cancer ou un 
mécanisme suppresseur de tumeur. Dans ce cas, la réponse sénescente serait bénéfique 
puisqu’elle protège notre organisme du cancer. Des mécanismes protecteurs de tumeurs, comme 
le raccourcissement des télomères et l’activation de p16INK-4, limitent le potentiel de prolifération 
de cellules et ont un effet pro-vieillissement (Pour une revue : (Serrano and Blasco, 2007) ; 
(Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007)). En plus des mécanismes divergents, des mécanismes 
convergents qui empêchent la prolifération excessive, sont observés dans les processus de 
vieillissement et de cancer. L’équilibre entre ces mécanismes assure une vie saine pour la 
majorité des individus durant leur vie d’enfant et d’adulte (Pour une revue : (Serrano and Blasco, 
2007)). En 2001, il a été montré que des FDHs IMR-90 en sénescence réplicative ou induite par 
H2O2 stimulent les cellules épithéliales pré-malignes et malignes, mais pas les cellules normales, 
à proliférer en culture et à former des tumeurs chez la souris. Ceci semble lié à des facteurs 
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solubles et insolubles sécrétés par les cellules sénescentes. Les fibroblastes sénescents sécrètent 
des facteurs de prolifération, des cytokines, de la matrice extra-cellulaire et des enzymes de 
dégradation. Ces facteurs peuvent altérer le microenvironnement tissulaire et donc affecter les 
cellules épithéliales environnantes (Krtolica et al., 2001). Cependant, actuellement peu de 
données sont disponibles concernant le sécrétome des cellules en sénescence prématurée. Il 
serait donc intéressant de réaliser ce type d’étude afin de déterminer quelles protéines présentent 
des variations d’abondance extracellulaire ainsi que d’étudier les mécanismes responsables de ce 
processus. Si la proportion des cellules sénescentes augmente avec l’âge de l’individu, ces 
cellules pourraient contribuer à modifier progressivement les tissus en plus d’éventuellement 
promouvoir la prolifération des cellules voisines. L’incidence des cancers augmente 
exponentiellement avec l’âge des humains et d’autres espèces de mammifères (Pour une revue : 
(Krtolica and Campisi, 2002)). Ceci suggère donc que bien que la sénescence cellulaire supprime 
la tumorigenèse chez les organismes jeunes, ce mécanisme peut promouvoir le cancer chez les 
organismes âgés, suggérant qu’il s’agit d’un exemple d’effet d’antagonisme pléiotropique de 
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Annexe 1 : Matériel supplémentaire reprenant les données obtenues en spectrométrie de masse et 
concernant l’étude de la néosynthèse protéique et des mécanismes moléculaires impliqués dans 
l’établissement de la sénescence prématurée induite par un stress sublétal avec H2O2 





S p o t  #  g i | 4 5 2 8 9 2              M a s s :  3 3 7 1 2     S c o r e :  1 0 0     E x p e c t :  0 . 0 0 0 2   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 2  
1 2 6  c a l d e s m o n          
 
O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
 
9 0 3 . 5 0     9 0 2 . 4 9     9 0 2 . 4 9     0 . 0 1    2 5 0  2 5 6  0  I N E W L T K  
 
1 0 4 9 . 5 6     1 0 4 8 . 5 5     1 0 4 8 . 5 4     0 . 0 1    1  8  1  E F M T H K L K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 
1 2 0 3 . 6 4     1 2 0 2 . 6 4     1 2 0 2 . 6 6     - 0 . 0 3    2 3 8  2 4 9  1  E T A G L K V G V S S R  
 
1 3 5 8 . 6 7     1 3 5 7 . 6 7     1 3 5 7 . 6 5     0 . 0 2    9  2 0  0  H T E N T F S R P G G R  
 
1 5 1 8 . 8 0     1 5 1 7 . 7 9     1 5 1 7 . 7 1     0 . 0 8    1 2 3  1 3 5  2  R Q K M P E D G L S D D K  
 
1 5 9 9 . 8 4     1 5 9 8 . 8 3     1 5 9 8 . 8 3     0 . 0 0    7  2 0  1  L K H T E N T F S R P G G R  
 
1 7 2 0 . 8 7     1 7 1 9 . 8 6     1 7 1 9 . 9 2     - 0 . 0 6    1 4 5  1 5 9  2  G S S L K I E E R A E F L N K  
 
1 8 1 0 . 9 2     1 8 0 9 . 9 2     1 8 0 9 . 9 1     0 . 0 1    1 7 9  1 9 4  1  I D S R L E Q Y T S A I E G T K  
 
1 8 9 3 . 9 5     1 8 9 2 . 9 4     1 8 9 3 . 0 1     - 0 . 0 7    2 6 3  2 8 0  1  S P A P K P S D L R P G D V S S K R  
 
1 9 9 1 . 0 9     1 9 9 0 . 0 8     1 9 9 0 . 0 8     - 0 . 0 0    1 9 5  2 1 4  0  S A K P T K P A A S D L P V P A E G V R  
 
2 0 4 7 . 0 4     2 0 4 6 . 0 3     2 0 4 6 . 0 4     - 0 . 0 1    2 2 3  2 4 3  1  G N V F S S P T A A G T P N K E T A G L K  
 
2 5 0 6 . 2 9     2 5 0 5 . 2 9     2 5 0 5 . 2 9     - 0 . 0 1    2 5 7  2 8 0  2  T P D G N K S P A P K P S D L R P G D V S S K R  
 
N o  m a t c h  t o :  9 9 6 . 0 5 ,  1 0 4 4 . 5 9 ,  1 1 0 4 . 5 9 ,  1 1 8 2 . 6 0 ,  1 2 6 7 . 6 9 ,  1 3 1 0 . 6 9 ,  1 3 8 6 . 7 6 ,  1 3 9 8 . 7 6 ,  1 4 2 7 . 7 4 ,  1 4 3 3 . 6 9 ,  1 4 5 9 . 7 4 ,   
 
1 4 7 3 . 8 1 ,  1 5 1 3 . 8 1 ,  1 5 5 0 . 9 3 ,  1 6 2 6 . 7 9 ,  1 6 5 2 . 9 4 ,  1 6 7 9 . 8 5 ,  1 6 9 9 . 9 7 ,  1 7 5 2 . 8 3 ,  1 8 2 5 . 9 5 ,  1 8 4 2 . 9 6 ,  1 8 6 3 . 9 5 ,  1 8 9 0 . 9 4 ,   
 1 9 2 8 . 9 4 ,  1 9 7 6 . 0 2 ,  1 9 8 7 . 9 9 ,  2 0 0 5 . 0 1 ,  2 0 3 3 . 1 5 ,  2 0 5 6 . 0 8 ,  2 1 3 1 . 1 0 ,  2 1 4 4 . 0 9 , 2 1 6 1 . 1 3 ,  2 2 8 1 . 1 2 ,  2 5 3 3 . 3 0 ,  2 8 5 3 . 3 7  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  4 8  




1 0 0 0















































































































































































































































1 9 9 1 . 1 ,  S A K P T K P A A S D L P V P A E G V R
M A L D I - M S  s p e c t r a  f o r  s p o t  1 2 6
1 7 2
  
S p o t  #  g i | 7 5 4 9 8 0 9             M a s s :  7 1 2 7 9     S c o r e :  3 7 1     E x p e c t :  1 . 5 e - 3 1   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  2 2  
2 4 3  p l a s t i n  ;  T  i s o f o r m  [ H o m o  s a p i e n s ]      
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 0 6 9 . 6 2     1 0 6 8 . 6 1     1 0 6 8 . 6 2     - 0 . 0 1    2 6 7  2 7 5  0  L S P E E L L L R  
   1 2 3 3 . 6 8     1 2 3 2 . 6 8     1 2 3 2 . 6 8     - 0 . 0 0    2 3 7  2 4 7  0  I G L F A D I E L S R  
   1 3 6 3 . 7 6     1 3 6 2 . 7 5     1 3 6 2 . 7 7     - 0 . 0 1    3 6 5  3 7 6  0  L N L A F V A N L F N K  
   1 4 1 4 . 7 8     1 4 1 3 . 7 7     1 4 1 3 . 7 8     - 0 . 0 1    3 0 1  3 1 2  0  A Y F H L L N Q I A P K  
   1 4 2 8 . 7 2     1 4 2 7 . 7 1     1 4 2 7 . 7 2     - 0 . 0 1    5 1 9  5 3 0  0  A N D D I I V N W V N R  
   1 4 4 7 . 6 5     1 4 4 6 . 6 4     1 4 4 6 . 6 5     - 0 . 0 1    6 1 4  6 2 5  0  M V M T V F A C L M G R  +  2  O x i d a t i o n  ( M )  
   1 4 5 8 . 7 4     1 4 5 7 . 7 4     1 4 5 7 . 7 5     - 0 . 0 2    3 5 1  3 6 4  0  Q F V T P A D V V S G N P K  
   1 5 0 2 . 7 4     1 5 0 1 . 7 3     1 5 0 1 . 7 4     - 0 . 0 1    1 6 9  1 8 1  0  M I N L S V P D T I D E R  
   1 5 9 9 . 8 8     1 5 9 8 . 8 7     1 5 9 8 . 8 9     - 0 . 0 2    6 0 0  6 1 3  0  V Y A L P E D L V E V K P K  
   1 6 1 6 . 7 4     1 6 1 5 . 7 4     1 6 1 5 . 7 5     - 0 . 0 2    2 7 6  2 8 8  0  W A N F H L E N S G W Q K  
   1 6 4 0 . 8 1     1 6 3 9 . 8 0     1 6 3 9 . 8 0     - 0 . 0 0    1 4 5  1 5 8  0  H V I P M N P N T D D L F K  
   1 7 2 0 . 8 8     1 7 1 9 . 8 8     1 7 1 9 . 8 8     - 0 . 0 0    5 0 4  5 1 8  1  R Y T L N V L E D L G D G Q K  
   1 7 6 3 . 8 7     1 7 6 2 . 8 7     1 7 6 2 . 8 8     - 0 . 0 2    7 2  8 5  0  I S F D E F V Y I F Q E V K  
   1 8 6 7 . 8 8     1 8 6 6 . 8 8     1 8 6 6 . 8 8     - 0 . 0 0    3 2 1  3 3 6  1  I D I N M S G F N E T D D L K R  
   2 0 6 4 . 0 1     2 0 6 3 . 0 0     2 0 6 3 . 0 3     - 0 . 0 2    6 9  8 5  1  D G K I S F D E F V Y I F Q E V K  
   2 1 1 6 . 0 7     2 1 1 5 . 0 6     2 1 1 5 . 0 9     - 0 . 0 3    2 4 8  2 6 6  1  N E A L A A L L R D G E T L E E L M K  
   2 2 3 1 . 1 3     2 2 3 0 . 1 3     2 2 3 0 . 1 4     - 0 . 0 1    2 5 7  2 7 5  1  D G E T L E E L M K L S P E E L L L R  +  O x i d a t i o n  ( M )  
   2 3 1 3 . 0 6     2 3 1 2 . 0 5     2 3 1 2 . 0 8     - 0 . 0 3    2 4  4 2  0  V D L N S N G F I C D Y E L H E L F K  
   2 5 8 9 . 2 3     2 5 8 8 . 2 3     2 5 8 8 . 2 8     - 0 . 0 5    3 7 7  3 9 8  0  Y P A L T K P E N Q D I D W T L L E G E T R  
   2 8 0 4 . 4 4     2 8 0 3 . 4 3     2 8 0 3 . 4 7     - 0 . 0 4    5 4 8  5 7 3  0  T I S S S L A V V D L I D A I Q P G C I N Y D L V K  
   2 9 7 4 . 4 0     2 9 7 3 . 4 0     2 9 7 3 . 4 8     - 0 . 0 9    5 0 5  5 3 0  1  Y T L N V L E D L G D G Q K A N D D I I V N W V N R  
   3 0 5 9 . 5 0     3 0 5 8 . 4 9     3 0 5 8 . 5 9     - 0 . 1 0    4 7 6  5 0 3  0  F S L V G I G G Q D L N D G N Q T L T L A L V W Q L M R  
        N o  m a t c h  t o :  7 8 5 . 4 0 ,  9 1 7 . 2 8 ,  1 1 5 3 . 6 1 ,  1 2 6 7 . 6 9 ,  1 4 1 5 . 7 7 ,  1 4 4 1 . 7 2 ,  1 5 2 6 . 0 6 ,  1 6 9 3 . 7 7 ,  1 7 0 3 . 8 8 ,  1 7 8 2 . 8 9 ,  1 9 7 0 . 9 9 ,   
 2 0 5 5 . 0 5 ,  2 0 6 8 . 9 6 ,  2 1 0 2 . 0 5 ,  2 1 2 2 . 0 5 ,  2 1 3 1 . 0 7 ,  2 1 7 9 . 0 9 ,  2 2 4 7 . 1 3 ,  3 1 0 4 . 5 3  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  4 7  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  2 8  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  1 9  
1 7 3
 C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
2 4 3      2 4  -  4 2      2 3 1 3 . 0 5 8 9   2 3 1 2 . 0 5 1 6   2 3 1 2 . 0 7 8 2         - 1 2      0   V D L N S N G F I C D Y E L H E L F K   ( N o  m a t c h )  
T  P l a s t i n      2 4  -  4 2      2 3 1 3 . 1 1 0 0   2 3 1 2 . 1 0 2 7   2 3 1 2 . 0 7 8 2          1 1      0   V D L N S N G F I C D Y E L H E L F K   ( I o n s  s c o r e  3 8 ,  e - v a l u e  0 . 2 1 )  
     6 9  -  8 5      2 0 6 4 . 0 0 8 7   2 0 6 3 . 0 0 1 4   2 0 6 3 . 0 2 5 1         - 1 1      1   D G K I S F D E F V Y I F Q E V K   ( N o  m a t c h )  
     7 2  -  8 5      1 7 6 3 . 8 7 3 8   1 7 6 2 . 8 6 6 5   1 7 6 2 . 8 8 1 7          - 9       0   I S F D E F V Y I F Q E V K   ( N o  m a t c h )  
     7 2  -  8 5      1 7 6 3 . 9 2 0 0   1 7 6 2 . 9 1 2 7   1 7 6 2 . 8 8 1 7          1 8      0   I S F D E F V Y I F Q E V K   ( I o n s  s c o r e  7 3 ,  e - v a l u e  9 . 8 e - 0 . 5 )  
    1 4 5  -  1 5 8     1 6 4 0 . 8 0 5 8   1 6 3 9 . 7 9 8 5   1 6 3 9 . 8 0 2 8         - 3      0   H V I P M N P N T D D L F K   ( N o  m a t c h )  
    1 6 9  -  1 8 1     1 5 0 2 . 7 4 1 1   1 5 0 1 . 7 3 3 8   1 5 0 1 . 7 4 4 6         - 7      0   M I N L S V P D T I D E R   ( N o  m a t c h )  
    2 3 7  -  2 4 7     1 2 3 3 . 6 8 2 4   1 2 3 2 . 6 7 5 1   1 2 3 2 . 6 7 6 4         - 1      0   I G L F A D I E L S R   ( N o  m a t c h )  
    2 4 8  -  2 6 6     2 1 1 6 . 0 6 8 6   2 1 1 5 . 0 6 1 3   2 1 1 5 . 0 8 8 1       - 1 3      1   N E A L A A L L R D G E T L E E L M K   ( N o  m a t c h )  
    2 5 7  -  2 7 5     2 2 3 1 . 1 3 4 3   2 2 3 0 . 1 2 7 0   2 2 3 0 . 1 4 0 2         - 6      1   D G E T L E E L M K L S P E E L L L R   O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
    2 6 7  -  2 7 5     1 0 6 9 . 6 1 9 1   1 0 6 8 . 6 1 1 8   1 0 6 8 . 6 1 7 9         - 6      0   L S P E E L L L R   ( N o  m a t c h )  
    2 7 6  -  2 8 8     1 6 1 6 . 7 4 3 3   1 6 1 5 . 7 3 6 0   1 6 1 5 . 7 5 3 1        - 1 1     0   W A N F H L E N S G W Q K   ( N o  m a t c h )  
    3 0 1  -  3 1 2     1 4 1 4 . 7 7 7 3   1 4 1 3 . 7 7 0 0   1 4 1 3 . 7 7 6 8          - 5     0   A Y F H L L N Q I A P K   ( N o  m a t c h )  
    3 2 1  -  3 3 6     1 8 6 7 . 8 8 3 0   1 8 6 6 . 8 7 5 7   1 8 6 6 . 8 7 8 1          - 1     1   I D I N M S G F N E T D D L K R   ( N o  m a t c h )  
    3 5 1  -  3 6 4     1 4 5 8 . 7 4 3 2   1 4 5 7 . 7 3 5 9   1 4 5 7 . 7 5 1 4        - 1 1     0   Q F V T P A D V V S G N P K   ( N o  m a t c h )  
    3 6 5  -  3 7 6     1 3 6 3 . 7 6 0 2   1 3 6 2 . 7 5 2 9   1 3 6 2 . 7 6 5 9        - 1 0     0   L N L A F V A N L F N K   ( N o  m a t c h )  
    3 7 7  -  3 9 8     2 5 8 9 . 2 3 2 6   2 5 8 8 . 2 2 5 3   2 5 8 8 . 2 7 5 8        - 1 9     0   Y P A L T K P E N Q D I D W T L L E G E T R   ( N o  m a t c h )  
    4 7 6  -  5 0 3     3 0 5 9 . 4 9 9 8   3 0 5 8 . 4 9 2 5   3 0 5 8 . 5 9 0 9        - 3 2     0   F S L V G I G G Q D L N D G N Q T L T L A L V W Q L M R   ( N o  m a t c h )  
    5 0 4  -  5 1 8     1 7 2 0 . 8 8 2 3   1 7 1 9 . 8 7 5 0   1 7 1 9 . 8 7 9 1          - 2     1   R Y T L N V L E D L G D G Q K   ( N o  m a t c h )  
    5 0 5  -  5 3 0     2 9 7 4 . 4 0 2 9   2 9 7 3 . 3 9 5 6   2 9 7 3 . 4 8 3 1        - 2 9     1   Y T L N V L E D L G D G Q K A N D D I I V N W V N R   ( N o  m a t c h )  
    5 1 9  -  5 3 0     1 4 2 8 . 7 1 7 4   1 4 2 7 . 7 1 0 1   1 4 2 7 . 7 1 5 7          - 4     0   A N D D I I V N W V N R   ( N o  m a t c h )  
    5 4 8  -  5 7 3     2 8 0 4 . 4 3 5 1   2 8 0 3 . 4 2 7 8   2 8 0 3 . 4 6 7 7        - 1 4     0   T I S S S L A V V D L I D A I Q P G C I N Y D L V K   ( N o  m a t c h )  
    6 0 0  -  6 1 3     1 5 9 9 . 8 7 9 4   1 5 9 8 . 8 7 2 1   1 5 9 8 . 8 9 1 9        - 1 2     0   V Y A L P E D L V E V K P K   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  g i | 1 5 2 7 7 5 0 3            M a s s :  4 0 5 3 6     S c o r e :  3 4 4     E x p e c t :  7 . 3 e - 2 9   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 3  
7 1 0  A C T B  p r o t e i n  [ H o m o  s a p i e n s ]       
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   9 2 3 . 5 7     9 2 2 . 5 7     9 2 2 . 5 6     0 . 0 1    3 1 4  3 2 1  1  I I A P P E R K  
   1 0 3 6 . 6 5     1 0 3 5 . 6 4     1 0 3 5 . 6 4     - 0 . 0 0    3 1 2  3 2 0  1  I K I I A P P E R  
   1 5 1 5 . 7 4     1 5 1 4 . 7 3     1 5 1 4 . 7 4     - 0 . 0 1    7 0  8 0  0  I W H H T F Y N E L R  
   1 6 2 3 . 8 4     1 6 2 2 . 8 3     1 6 2 2 . 8 3     - 0 . 0 0    1 6 3  1 7 6  1  L D L A G R D L T D Y L M K  
   1 6 2 9 . 8 3     1 6 2 8 . 8 3     1 6 2 8 . 8 2     0 . 0 1    1 8 2  1 9 5  1  G Y S F T T T A E R E I V R  
   1 7 9 0 . 8 8     1 7 8 9 . 8 7     1 7 8 9 . 8 8     - 0 . 0 1    2 2 4  2 3 9  0  S Y E L P D G Q V I T I G N E R  
   1 9 5 4 . 0 5     1 9 5 3 . 0 4     1 9 5 3 . 0 6     - 0 . 0 1    8 1  9 8  0  V A P E E H P V L L T E A P L N P K  
   2 2 1 5 . 0 6     2 2 1 4 . 0 5     2 2 1 4 . 0 6     - 0 . 0 1    2 7 7  2 9 7  0  D L Y A N T V L S G G T T M Y P G I A D R  
   2 3 4 3 . 1 4     2 3 4 2 . 1 4     2 3 4 2 . 1 6     - 0 . 0 2    2 7 6  2 9 7  1  K D L Y A N T V L S G G T T M Y P G I A D R  
   2 5 5 0 . 1 5     2 5 4 9 . 1 5     2 5 4 9 . 1 7     - 0 . 0 2    2 0 1  2 2 3  0  L C Y V A L D F E Q E M A T A A S S S S L E K  
   2 5 8 8 . 1 7     2 5 8 7 . 1 6     2 5 8 7 . 3 0     - 0 . 1 4    4 8  6 9  1  G I L T L K Y P I E H G I V T N W D D M E K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
   3 1 8 3 . 5 7     3 1 8 2 . 5 7     3 1 8 2 . 6 1     - 0 . 0 4    1 3 3  1 6 2  0  T T G I V M D S G D G V T H T V P I Y E G Y A L P H A I L R  
   3 2 3 1 . 4 6     3 2 3 0 . 4 6     3 2 3 0 . 4 5     0 . 0 0    2 4 2  2 6 9  0  C P E A L F Q P S F L G M E S C G I H E T T F N S I M K  
        N o  m a t c h  t o :  9 7 7 . 5 4 ,  1 0 7 3 . 5 7 ,  1 1 4 3 . 6 2 ,  1 1 6 4 . 7 4 ,  1 1 9 7 . 6 9 ,  1 2 2 2 . 6 3 ,  1 2 3 9 . 6 7 ,  1 2 6 7 . 6 9 ,  1 4 2 7 . 7 2 ,  1 4 5 9 . 7 0 ,  1 5 3 1 . 7 6 ,  1 5 4 7 . 7 5 ,  1 5 6 2 . 8 2 ,   
 1 5 7 0 . 8 9 ,  1 5 8 6 . 7 7 ,  1 6 6 9 . 8 8 ,  1 7 0 1 . 9 0 ,  1 8 3 2 . 8 7 ,  1 9 7 6 . 0 1 ,  2 0 0 7 . 9 4 ,  2 0 5 6 . 1 0 ,  2 0 7 2 . 0 7 ,  2 0 8 9 . 0 1 ,  2 1 3 1 . 1 0 ,  2 1 4 6 . 0 7 ,  2 1 8 5 . 0 8 ,  2 2 0 2 . 0 7 ,   
 2 3 1 4 . 1 5 ,  2 4 1 5 . 1 8 ,  2 4 8 7 . 2 0 ,  2 7 0 6 . 2 3 ,  2 8 5 3 . 3 7 ,  3 4 5 8 . 5 7  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 5  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  2 2  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 3  
1 7 5
 C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
7 1 0      4 8  -  6 9      2 5 8 8 . 1 6 9 1   2 5 8 7 . 1 6 1 8   2 5 8 7 . 2 9 9 1         - 5 3      1   G I L T L K Y P I E H G I V T N W D D M E K   O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
ß - a c t i n      7 0  -  8 0      1 5 1 5 . 7 4 0 4   1 5 1 4 . 7 3 3 1   1 5 1 4 . 7 4 1 8          - 6       0   I W H H T F Y N E L R   ( N o  m a t c h )  
     8 1  -  9 8      1 9 5 4 . 0 5 0 0   1 9 5 3 . 0 4 2 7   1 9 5 3 . 0 5 7 1          - 7       0   V A P E E H P V L L T E A P L N P K   ( I o n s  s c o r e  1 0 7 ,  e - v a l u e  3 e - 0 . 8 )  
     8 1  -  9 8      1 9 5 4 . 0 5 7 3   1 9 5 3 . 0 5 0 0   1 9 5 3 . 0 5 7 1          - 4       0   V A P E E H P V L L T E A P L N P K   ( N o  m a t c h )  
    1 3 3  -  1 6 2     3 1 8 3 . 5 7 3 7   3 1 8 2 . 5 6 6 4   3 1 8 2 . 6 0 6 9       - 1 3      0   T T G I V M D S G D G V T H T V P I Y E G Y A L P H A I L R   ( N o  m a t c h )  
    1 6 3  -  1 7 6     1 6 2 3 . 8 3 7 3   1 6 2 2 . 8 3 0 0   1 6 2 2 . 8 3 3 8        - 2       1   L D L A G R D L T D Y L M K   ( N o  m a t c h )  
    1 8 2  -  1 9 5     1 6 2 9 . 8 3 3 6   1 6 2 8 . 8 2 6 3   1 6 2 8 . 8 1 5 8         6       1   G Y S F T T T A E R E I V R   ( N o  m a t c h )  
    2 0 1  -  2 2 3     2 5 5 0 . 1 5 2 9   2 5 4 9 . 1 4 5 6   2 5 4 9 . 1 6 6 5        - 8       0   L C Y V A L D F E Q E M A T A A S S S S L E K   ( N o  m a t c h )  
    2 2 4  -  2 3 9     1 7 9 0 . 8 8 0 0   1 7 8 9 . 8 7 2 7   1 7 8 9 . 8 8 4 6        - 7       0   S Y E L P D G Q V I T I G N E R   ( I o n s  s c o r e  8 1 ,  e - v a l u e  1 . 4 e - 0 . 5 )  
    2 2 4  -  2 3 9     1 7 9 0 . 8 8 7 6   1 7 8 9 . 8 8 0 3   1 7 8 9 . 8 8 4 6        - 2       0   S Y E L P D G Q V I T I G N E R   ( N o  m a t c h )  
    2 4 2  -  2 6 9     3 2 3 1 . 4 6 4 6   3 2 3 0 . 4 5 7 3   3 2 3 0 . 4 5 4 4         1       0   C P E A L F Q P S F L G M E S C G I H E T T F N S I M K   ( N o  m a t c h )  
    2 7 6  -  2 9 7     2 3 4 3 . 1 4 2 3   2 3 4 2 . 1 3 5 0   2 3 4 2 . 1 5 7 6       - 1 0     1   K D L Y A N T V L S G G T T M Y P G I A D R   ( N o  m a t c h )  
    2 7 7  -  2 9 7     2 2 1 5 . 0 6 0 4   2 2 1 4 . 0 5 3 1   2 2 1 4 . 0 6 2 6        - 4      0   D L Y A N T V L S G G T T M Y P G I A D R   ( N o  m a t c h )  
    3 1 2  -  3 2 0     1 0 3 6 . 6 5 0 2   1 0 3 5 . 6 4 2 9   1 0 3 5 . 6 4 4 0        - 1      1   I K I I A P P E R   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  g i | 5 0 3 1 9 8 1             M a s s :  3 4 5 5 5     S c o r e :  8 4      E x p e c t :  0 . 0 0 6 7   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  9  
7 2 1  2 6 S  p r o t e a s o m e - a s s o c i a t e d  p a d 1  h o m o l o g  [ H o m o  s a p i e n s ]    
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   8 1 9 . 4 7     8 1 8 . 4 6     8 1 8 . 4 6     - 0 . 0 0    1 5 5  1 6 1  0  V V I D A F R  
   9 9 6 . 6 0     9 9 5 . 5 9     9 9 5 . 5 9     - 0 . 0 0    2 1 6  2 2 3  1  M L L N L H K K  
   1 0 0 4 . 5 9     1 0 0 3 . 5 8     1 0 0 3 . 5 8     0 . 0 0    1 5 3  1 6 1  1  G K V V I D A F R  
   1 3 2 4 . 7 8     1 3 2 3 . 7 8     1 3 2 3 . 7 8     0 . 0 0    1 4 0  1 5 2  0  A V A V V V D P I Q S V K  
   1 3 2 9 . 6 7     1 3 2 8 . 6 6     1 3 2 8 . 6 5     0 . 0 1    1 9 9  2 0 8  0  H Y Y S I T I N Y R  
   1 5 9 4 . 8 3     1 5 9 3 . 8 2     1 5 9 3 . 8 1     0 . 0 1    1 6 2  1 7 5  0  L I N A N M M V L G H E P R  
   2 4 2 9 . 1 2     2 4 2 8 . 1 1     2 4 2 8 . 1 5     - 0 . 0 4    4 7  6 8  0  A G V P M E V M G L M L G E F V D D Y T V R  
   2 5 1 2 . 3 3     2 5 1 1 . 3 3     2 5 1 1 . 3 7     - 0 . 0 4    1 7 6  1 9 8  0  Q T T S N L G H L N K P S I Q A L I H G L N R  
   2 6 9 1 . 3 2     2 6 9 0 . 3 2     2 6 9 0 . 3 6     - 0 . 0 5    6 9  9 4  0  V I D V F A M P Q S G T G V S V E A V D P V F Q A K  
 N o  m a t c h  t o :  9 4 8 . 5 3 ,  9 6 4 . 5 3 ,  9 9 5 . 4 9 ,  1 1 6 1 . 6 5 ,  1 1 9 1 . 6 2 ,  1 2 0 9 . 6 6 ,  1 2 3 1 . 7 0 ,  1 2 5 6 . 7 0 ,  1 2 6 7 . 7 0 ,  1 3 1 8 . 7 4 ,  1 4 2 7 . 7 4 ,  1 5 6 2 . 8 2 ,   
 1 6 3 2 . 8 1 ,  1 6 4 8 . 8 2 ,  1 7 2 6 . 8 8 ,  1 7 3 3 . 9 2 ,  1 7 4 3 . 0 1 ,  1 8 9 1 . 8 2 ,  1 9 7 5 . 9 8 ,  1 9 8 3 . 8 5 ,  1 9 9 9 . 8 5 ,  2 0 3 5 . 1 3 ,  2 0 5 6 . 0 7 ,  2 1 1 1 . 9 6 ,  2 1 3 1 . 1 0 ,   
 2 1 9 9 . 1 3 ,  2 2 6 1 . 1 1 ,  2 2 6 2 . 1 0 ,  2 4 8 7 . 1 8 ,  2 4 9 5 . 2 8 ,  2 7 7 7 . 2 1 ,  2 7 9 3 . 2 3 ,  2 8 5 3 . 3 5 ,  2 9 0 5 . 4 0 ,  3 1 0 1 . 3 0  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 0  
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M A L D I - M S  s p e c t r a  f o r  s p o t  7 2 1
1 7 8
  
S p o t  #  g i | 4 5 0 6 1 7 9             M a s s :  2 9 8 2 2     S c o r e :  2 9 6     E x p e c t :  3 e - 2 5   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 2     
7 5 2  p r o t e a s o m e  a l p h a  1  s u b u n i t   
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e     
   8 1 6 . 5 1     8 1 5 . 5 1     8 1 5 . 5 1     - 0 . 0 0    1 0 8  1 1 5  0  L V S L I G S K     
   8 8 6 . 5 3     8 8 5 . 5 2     8 8 5 . 5 3     - 0 . 0 0    2 0 9  2 1 7  0  N V S I G I V G K     
   9 5 3 . 4 8     9 5 2 . 4 7     9 5 2 . 4 6     0 . 0 1    8 3  8 9  0  L L C N F M R     
   1 1 0 7 . 7 0     1 1 0 6 . 6 9     1 1 0 6 . 6 9     0 . 0 0    4 2  5 1  1  T H A V L V A L K R     
   1 3 3 2 . 7 6     1 3 3 1 . 7 5     1 3 3 1 . 7 3     0 . 0 2    9 7  1 0 7  0  F V F D R P L P V S R     
   1 4 3 1 . 7 4     1 4 3 0 . 7 3     1 4 3 0 . 7 2     0 . 0 1    1 9  3 0  0  I H Q I E Y A M E A V K     
   1 6 8 5 . 9 3     1 6 8 4 . 9 2     1 6 8 4 . 9 0     0 . 0 2    1 9 4  2 0 8  1  A L R E T L P A E Q D L T T K     
   1 7 7 8 . 8 3     1 7 7 7 . 8 2     1 7 7 7 . 8 0     0 . 0 2    4  1 8  0  N Q Y D N D V T V W S P Q G R     
   1 8 8 0 . 8 5     1 8 7 9 . 8 4     1 8 7 9 . 8 3     0 . 0 2    1 7 5  1 8 9  0  H M S E F M E C N L N E L V K     
   2 0 8 6 . 1 5     2 0 8 5 . 1 4     2 0 8 5 . 1 3     0 . 0 1    6 3  8 2  0  I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R     
   2 2 1 4 . 2 4     2 2 1 3 . 2 4     2 2 1 3 . 2 3     0 . 0 1    6 2  8 2  1  K I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R     
   3 1 2 6 . 4 8     3 1 2 5 . 4 7     3 1 2 5 . 4 8     - 0 . 0 1    2 1 8  2 4 3  1  D L E F T I Y D D D D V S P F L E G L E E R P Q R K     
        N o  m a t c h  t o :  8 3 2 . 3 2 ,  8 6 2 . 4 6 ,  8 7 0 . 5 5 ,  8 7 8 . 4 5 ,  8 9 6 . 4 5 ,  1 0 6 2 . 6 4 ,  1 2 3 1 . 7 0 ,  1 2 6 7 . 7 1 ,  1 3 5 4 . 7 4 ,  1 3 7 0 . 7 1 ,  1 3 8 6 . 6 9 ,      
 1 4 2 7 . 7 4 ,  1 4 5 3 . 7 4 ,  1 4 5 9 . 7 2 ,  1 5 2 9 . 8 9 ,  1 5 8 2 . 8 2 ,  1 5 8 6 . 7 8 ,  1 6 0 9 . 8 5 ,  1 6 3 8 . 8 8 ,  1 6 4 8 . 8 6 ,  1 7 2 6 . 8 9 ,  1 7 7 1 . 9 2 ,  1 7 7 5 . 0 4 ,      
 1 9 3 5 . 9 1 ,  1 9 7 6 . 0 3 ,  1 9 7 9 . 0 5 ,  2 0 5 6 . 1 0 ,  2 1 3 1 . 1 3 ,  2 2 9 9 . 1 7 ,  2 3 4 8 . 2 1 ,  2 4 1 5 . 1 9 ,  2 4 8 7 . 2 2 ,  2 5 4 9 . 1 9 ,  2 6 4 8 . 2 5 ,  2 6 6 4 . 3 3 ,     
  2 7 0 6 . 2 2 ,  2 8 5 3 . 3 9 ,  3 3 3 8 . 7 2         
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 8  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  2 0  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 8  
1 7 9
 C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
7 5 2       4  -  1 8      1 7 7 8 . 8 2 7 9   1 7 7 7 . 8 2 0 6   1 7 7 7 . 8 0 1 9          1 1      0   N Q Y D N D V T V W S P Q G R   ( N o  m a t c h )  
p r o t e a s o m e  a l p h a  1  s u b u n i t      1 9  -  3 0      1 4 3 1 . 7 4 2 0   1 4 3 0 . 7 3 4 7   1 4 3 0 . 7 2 2 7           8      0   I H Q I E Y A M E A V K   ( N o  m a t c h )  
     1 9  -  3 0      1 4 3 1 . 7 7 0 0   1 4 3 0 . 7 6 2 7   1 4 3 0 . 7 2 2 7          2 8      0   I H Q I E Y A M E A V K   ( I o n s  s c o r e  7 8 ,  e - v a l u e  2 . 4 e - 0 . 6 )  
     4 2  -  5 1      1 1 0 7 . 7 0 0 6   1 1 0 6 . 6 9 3 3   1 1 0 6 . 6 9 2 4           1      1   T H A V L V A L K R   ( N o  m a t c h )  
     6 2  -  8 2      2 2 1 4 . 2 4 3 2   2 2 1 3 . 2 3 5 9   2 2 1 3 . 2 2 8 0           4      1   K I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R   ( N o  m a t c h )  
     6 3  -  8 2      2 0 8 6 . 1 4 7 0   2 0 8 5 . 1 3 9 7   2 0 8 5 . 1 3 3 0           3      0   I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R   ( N o  m a t c h )  
     8 3  -  8 9       9 5 3 . 4 8 1 1    9 5 2 . 4 7 3 8    9 5 2 . 4 6 2 3            1 2      0   L L C N F M R   ( N o  m a t c h )  
     8 3  -  8 9       9 5 3 . 5 1 0 0    9 5 2 . 5 0 2 7    9 5 2 . 4 6 2 3            4 2      0   L L C N F M R   ( I o n s  s c o r e  4 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 3 3 )  
     9 7  -  1 0 7     1 3 3 2 . 7 5 9 0   1 3 3 1 . 7 5 1 7   1 3 3 1 . 7 3 4 9        1 3      0   F V F D R P L P V S R   ( N o  m a t c h )  
     9 7  -  1 0 7     1 3 3 2 . 7 9 0 0   1 3 3 1 . 7 8 2 7   1 3 3 1 . 7 3 4 9         3 6      0   F V F D R P L P V S R   ( I o n s  s c o r e  4 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 5 8 )  
    1 0 8  -  1 1 5      8 1 6 . 5 1 4 4    8 1 5 . 5 0 7 1    8 1 5 . 5 1 1 6           - 5      0   L V S L I G S K   ( N o  m a t c h )  
    1 7 5  -  1 8 9     1 8 8 0 . 8 5 0 9   1 8 7 9 . 8 4 3 6   1 8 7 9 . 8 2 6 6         9      0   H M S E F M E C N L N E L V K   ( N o  m a t c h )  
    1 9 4  -  2 0 8     1 6 8 5 . 9 2 9 7   1 6 8 4 . 9 2 2 4   1 6 8 4 . 8 9 9 5        1 4      1   A L R E T L P A E Q D L T T K   ( N o  m a t c h )  
    2 0 9  -  2 1 7      8 8 6 . 5 3 2 0    8 8 5 . 5 2 4 7    8 8 5 . 5 2 8 3           - 4      0   N V S I G I V G K   ( N o  m a t c h )  






S p o t  #  g i | 8 9 2 2 4 9 8             M a s s :  3 0 3 1 1     S c o r e :  2 4 1     E x p e c t :  9 . 3 e - 2 0   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  6  
8 2 5  p y r i d o x i n e  5 ' - p h o s p h a t e  o x i d a s e  [ H o m o  s a p i e n s ]     
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e   
   1 0 4 7 . 5 0     1 0 4 6 . 4 9     1 0 4 6 . 4 8     0 . 0 1    1 0 9  1 1 6  0  F F T N F E S R   
   1 5 2 2 . 7 2     1 5 2 1 . 7 1     1 5 2 1 . 7 0     0 . 0 1    1 0 5  1 1 6  1  D G F R F F T N F E S R   
   1 8 9 1 . 8 7     1 8 9 0 . 8 7     1 8 9 0 . 8 6     0 . 0 1    1 4 9  1 6 3  0  L P E E E A E C Y F H S R P K   
   2 0 1 9 . 9 6     2 0 1 8 . 9 5     2 0 1 8 . 9 5     0 . 0 0    1 4 8  1 6 3  1  K L P E E E A E C Y F H S R P K   
   2 4 2 8 . 2 6     2 4 2 7 . 2 5     2 4 2 7 . 2 5     0 . 0 0    1 6 4  1 8 5  1  S S Q I G A V V S H Q S S V I P D R E Y L R   
   2 7 1 3 . 2 8     2 7 1 2 . 2 7     2 7 1 2 . 2 6     0 . 0 1    2 3 5  2 5 8  1  G L P T G D S P L G P M T H R G E E D W L Y E R   
        N o  m a t c h  t o :  8 3 1 . 5 1 ,  8 7 0 . 5 4 ,  9 2 6 . 4 2 ,  9 8 7 . 6 1 ,  1 0 2 5 . 5 1 ,  1 1 0 4 . 5 8 ,  1 1 1 0 . 6 2 ,  1 1 2 6 . 6 3 ,  1 1 6 3 . 6 3 ,  1 2 5 5 . 7 3 ,  1 2 6 7 . 6 8 ,  1 3 1 5 . 6 7 ,   
 1 3 5 4 . 7 3 ,  1 4 0 5 . 8 3 ,  1 4 2 7 . 7 3 ,  1 4 2 7 . 7 3 ,  1 4 5 9 . 7 0 ,  1 5 6 2 . 8 3 ,  1 5 8 6 . 7 0 ,  1 5 8 6 . 7 7 ,  1 6 4 8 . 8 4 ,  1 6 7 4 . 8 4 ,  1 7 8 3 . 9 4 ,  1 8 3 2 . 8 8 ,  1 9 0 6 . 0 0 ,   
 1 9 6 9 . 0 0 ,  1 9 7 6 . 0 0 ,  1 9 7 6 . 0 1 ,  1 9 9 2 . 0 7 ,  1 9 9 8 . 0 0 ,  2 0 5 6 . 1 0 ,  2 1 3 1 . 1 1 ,  2 1 3 1 . 1 2 ,  2 2 3 4 . 0 9 ,  2 2 5 5 . 0 8 ,  2 2 6 3 . 1 1 ,  2 3 4 3 . 2 4 ,  2 4 8 7 . 2 2 ,   
 2 6 2 9 . 3 1 ,  2 7 8 1 . 3 4 ,  2 8 5 3 . 4 2   
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 2  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 1  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  4 1  
1 8 1
  
S p o t  #  g i | 6 6 2 8 4 1              M a s s :  2 2 3 1 3     S c o r e :  1 0 4     E x p e c t :  1 . 1 e - 0 5   Q u e r i e s  m a t c h e d :  5  
8 2 5  h e a t  s h o c k  p r o t e i n  2 7  [ H o m o  s a p i e n s ]     
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   9 8 7 . 6 4     9 8 6 . 6 3     9 8 6 . 6 0     0 . 0 3    5  1 2  1  R V P F S L L R  
   1 1 6 3 . 6 6     1 1 6 2 . 6 5     1 1 6 2 . 6 1     0 . 0 4    2 8  3 7  0  L F D Q A F G L P R  
   1 6 5 5 . 8 6     1 6 5 4 . 8 5     1 6 5 4 . 8 4     0 . 0 1    8 0  9 4  1  Q L S S G V S E I R H T A D R  
   1 7 8 3 . 9 6     1 7 8 2 . 9 5     1 7 8 2 . 9 2     0 . 0 4    9 7  1 1 2  0  V S L D V N H F A P D E L T V K  
   1 9 0 6 . 0 3     1 9 0 5 . 0 2     1 9 0 4 . 9 8     0 . 0 4    1 7 2  1 8 8  0  L A T Q S N E I T I P V T F E S R  
        N o  m a t c h  t o :  1 0 4 7 . 5 2 ,  1 0 4 7 . 5 2 ,  1 1 0 4 . 6 2 ,  1 1 1 0 . 6 6 ,  1 1 2 6 . 6 5 ,  1 2 6 7 . 7 1 ,  1 4 0 5 . 8 5 ,  1 4 2 7 . 7 6 ,   
 1 4 2 7 . 7 6 ,  1 4 5 9 . 7 3 ,  1 5 2 2 . 7 4 ,  1 5 6 2 . 8 6 ,  1 5 8 6 . 7 9 ,  1 6 4 8 . 8 7 ,  1 6 7 4 . 8 7 ,  1 6 9 0 . 8 7 ,  1 8 1 3 . 9 3 ,   
 1 8 8 2 . 9 9 ,  1 8 9 1 . 9 2 ,  1 9 6 9 . 0 3 ,  1 9 7 6 . 0 3 ,  1 9 9 2 . 0 7 ,  1 9 9 8 . 0 3 ,  2 0 1 9 . 9 9 ,  2 0 5 6 . 1 3 ,  2 1 3 1 . 1 5 ,   
 2 1 8 9 . 1 3 ,  2 2 3 4 . 1 3 ,  2 2 6 3 . 1 5 ,  2 3 4 3 . 2 6 ,  2 4 2 8 . 3 1 ,  2 4 8 7 . 2 7 ,  2 6 2 9 . 3 4 ,  2 7 8 1 . 3 8 ,  2 8 5 3 . 4 4  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  4 1  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d : 6   N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 5  
1 8 2
 C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
8 2 5     1 0 5  -  1 1 6     1 5 2 2 . 7 1 8 0   1 5 2 1 . 7 1 0 7   1 5 2 1 . 7 0 0 0           7      1   D G F R F F T N F E S R   ( N o  m a t c h )  
p y r i d o x i n e  5 ' - p h o s p h a t e  o x i d a s e     1 0 9  -  1 1 6     1 0 4 7 . 4 8 6 5   1 0 4 6 . 4 7 9 2   1 0 4 6 . 4 8 2 1          - 3      0   F F T N F E S R   ( N o  m a t c h )  
    1 0 9  -  1 1 6     1 0 4 7 . 5 0 0 0   1 0 4 6 . 4 9 2 7   1 0 4 6 . 4 8 2 1          1 0      0   F F T N F E S R   ( I o n s  s c o r e  6 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 1 1 )  
    1 4 8  -  1 6 3     2 0 1 9 . 9 6 0 0   2 0 1 8 . 9 5 2 7   2 0 1 8 . 9 5 1 9           0      1   K L P E E E A E C Y F H S R P K   ( I o n s  s c o r e  7 2 ,  e - v a l u e  5 . 1 e - 0 . 6 )  
    1 4 8  -  1 6 3     2 0 1 9 . 9 7 8 8   2 0 1 8 . 9 7 1 5   2 0 1 8 . 9 5 1 9          1 0      1   K L P E E E A E C Y F H S R P K   ( N o  m a t c h )  
    1 4 9  -  1 6 3     1 8 9 1 . 8 7 2 8   1 8 9 0 . 8 6 5 5   1 8 9 0 . 8 5 7 0           5      0   L P E E E A E C Y F H S R P K   ( N o  m a t c h )  
    1 6 4  -  1 8 5     2 4 2 8 . 2 6 0 0   2 4 2 7 . 2 5 2 7   2 4 2 7 . 2 5 0 5           1      1   S S Q I G A V V S H Q S S V I P D R E Y L R   ( I o n s  s c o r e  4 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 6 )  
    1 6 4  -  1 8 5     2 4 2 8 . 2 7 8 4   2 4 2 7 . 2 7 1 1   2 4 2 7 . 2 5 0 5           8      1   S S Q I G A V V S H Q S S V I P D R E Y L R   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
8 2 5       5  -  1 2       9 8 7 . 6 3 5 8    9 8 6 . 6 2 8 5    9 8 6 . 6 0 2 5          2 6      1   R V P F S L L R   ( N o  m a t c h )  
h e a t  s h o c k  p r o t e i n  2 7      2 8  -  3 7      1 1 6 3 . 6 5 7 1   1 1 6 2 . 6 4 9 8   1 1 6 2 . 6 1 3 4          3 1      0   L F D Q A F G L P R   ( N o  m a t c h )  
     8 0  -  9 4      1 6 5 5 . 8 5 6 8   1 6 5 4 . 8 4 9 5   1 6 5 4 . 8 3 8 6           7      1   Q L S S G V S E I R H T A D R   ( N o  m a t c h )  
     9 7  -  1 1 2     1 7 8 3 . 9 6 1 0   1 7 8 2 . 9 5 3 7   1 7 8 2 . 9 1 5 1          2 2      0   V S L D V N H F A P D E L T V K   ( N o  m a t c h )  
    1 7 2  -  1 8 8     1 9 0 6 . 0 3 0 0   1 9 0 5 . 0 2 2 7   1 9 0 4 . 9 8 4 3          2 0      0   L A T Q S N E I T I P V T F E S R   ( I o n s  s c o r e  5 9 )  








S p o t  #  g i | 7 7 0 5 8 8 5             M a s s :  2 5 6 9 4     S c o r e :  1 2 9     E x p e c t :  2 . 3 e - 0 7   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  9  
8 7 4  v a c u o l a r  p r o t e i n  s o r t i n g  2 8  [ H o m o  s a p i e n s ]  
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 3 9 9 . 7 1     1 3 9 8 . 7 0     1 3 9 8 . 6 9     0 . 0 2    3 6  4 7  0  Y D N M A E L F A V V K  
   1 4 0 7 . 7 1     1 4 0 6 . 7 0     1 4 0 6 . 6 8     0 . 0 2    9 9  1 0 9  1  F R L D C P L A M E R  
   1 6 7 2 . 8 4     1 6 7 1 . 8 3     1 6 7 1 . 8 2     0 . 0 1    3 4  4 7  1  E K Y D N M A E L F A V V K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
   1 7 2 6 . 8 8     1 7 2 5 . 8 7     1 7 2 5 . 8 7     0 . 0 0    1 2 8  1 4 2  0  C I A D V V S L F I T V M D K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
   1 8 1 8 . 8 6     1 8 1 7 . 8 5     1 8 1 7 . 8 4     0 . 0 1    2 0 3  2 1 7  0  Q M L F D L E S A Y N A F N R  
   1 8 8 2 . 9 0     1 8 8 1 . 8 9     1 8 8 1 . 8 9     0 . 0 1    8 3  9 8  1  Q V Q G S E I S S I D E F C R K  
   2 0 7 7 . 9 4     2 0 7 6 . 9 3     2 0 7 6 . 9 2     0 . 0 0    5 5  7 2  1  A Y I K D C V S P S E Y T A A C S R  
   2 2 4 7 . 0 7     2 2 4 6 . 0 6     2 2 4 6 . 0 1     0 . 0 5    1 4 9  1 6 6  1  A M D E I Q P D L R E L M E T M H R  +  2  O x i d a t i o n  ( M )  
   2 7 8 1 . 2 7     2 7 8 0 . 2 6     2 7 8 0 . 2 9     - 0 . 0 3    1 7 8  2 0 2  0  Q T V S Q W L Q T L S G M S A S D E L D D S Q V R  
        N o  m a t c h  t o :  7 5 2 . 4 4 ,  8 7 1 . 5 8 ,  8 8 6 . 4 9 ,  8 8 6 . 5 1 ,  1 1 9 8 . 7 2 ,  1 2 6 7 . 7 0 ,  1 3 3 7 . 7 4 ,  1 4 0 5 . 7 2 ,  1 4 2 7 . 7 4 ,  1 4 5 9 . 7 1 ,  1 5 2 4 . 7 9 ,   
 1 5 3 1 . 8 4 ,  1 5 3 5 . 7 9 ,  1 5 5 1 . 8 0 ,  1 5 6 2 . 8 2 ,  1 5 8 6 . 7 7 ,  1 6 4 8 . 8 4 ,  1 6 5 5 . 8 2 ,  1 7 0 1 . 9 1 ,  1 7 3 7 . 7 9 ,  1 8 3 1 . 9 2 ,  1 8 4 2 . 9 2 ,  1 8 4 7 . 9 2 ,   
 1 8 6 5 . 8 7 ,  1 9 4 1 . 9 8 ,  1 9 5 7 . 9 8 ,  1 9 6 7 . 9 2 ,  1 9 7 6 . 0 0 ,  1 9 9 8 . 0 0 ,  2 0 2 0 . 9 3 ,  2 0 5 6 . 1 0 ,  2 0 9 4 . 0 2 ,  2 1 2 5 . 1 7 ,  2 1 3 1 . 1 2 ,  2 2 5 5 . 0 7 ,   
 2 4 8 7 . 1 7 ,  2 5 1 5 . 1 1 ,  2 5 3 2 . 1 2 ,  2 5 8 2 . 3 4 ,  2 6 9 4 . 2 4 ,  2 7 0 6 . 2 1 ,  2 8 5 3 . 3 6  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 6  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 4  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  4 2  
1 8 7
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
8 7 4      3 4  -  4 7      1 6 7 2 . 8 3 7 3   1 6 7 1 . 8 3 0 0   1 6 7 1 . 8 1 7 7           7      1   E K Y D N M A E L F A V V K   O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
v a c u o l a r  p r o t e i n  s o r t i n g  2 8      3 6  -  4 7      1 3 9 9 . 7 0 8 3   1 3 9 8 . 7 0 1 0   1 3 9 8 . 6 8 5 3          1 1      0   Y D N M A E L F A V V K   ( N o  m a t c h )  
     5 5  -  7 2      2 0 7 7 . 9 3 6 0   2 0 7 6 . 9 2 8 7   2 0 7 6 . 9 2 4 4           2      1   A Y I K D C V S P S E Y T A A C S R   ( N o  m a t c h )  
     5 5  -  7 2      2 0 7 7 . 9 5 0 0   2 0 7 6 . 9 4 2 7   2 0 7 6 . 9 2 4 4           9      1   A Y I K D C V S P S E Y T A A C S R   ( I o n s  s c o r e  4 3 ,  e - v a l u e  0 . 0 5 9 )  
     8 3  -  9 8      1 8 8 2 . 9 0 2 0   1 8 8 1 . 8 9 4 7   1 8 8 1 . 8 8 9 0           3      1   Q V Q G S E I S S I D E F C R K   ( N o  m a t c h )  
     9 9  -  1 0 9     1 4 0 7 . 7 0 7 2   1 4 0 6 . 6 9 9 9   1 4 0 6 . 6 7 9 8        1 4      1   F R L D C P L A M E R   ( N o  m a t c h )  
    1 2 8  -  1 4 2     1 7 2 6 . 8 8 0 2   1 7 2 5 . 8 7 2 9   1 7 2 5 . 8 6 8 1         3      0   C I A D V V S L F I T V M D K   O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
    1 4 9  -  1 6 6     2 2 4 7 . 0 7 1 7   2 2 4 6 . 0 6 4 4   2 2 4 6 . 0 1 2 9        2 3     1   A M D E I Q P D L R E L M E T M H R   2  O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
    1 7 8  -  2 0 2     2 7 8 1 . 2 6 6 7   2 7 8 0 . 2 5 9 4   2 7 8 0 . 2 9 2 3       - 1 2     0   Q T V S Q W L Q T L S G M S A S D E L D D S Q V R   ( N o  m a t c h )  








S p o t  #  g i | 4 7 5 7 7 6 6             M a s s :  5 0 4 6 1     S c o r e :  1 6 2     E x p e c t :  7 . 4 e - 1 2   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 6   
4 3 5 3  R h o  G T P a s e  a c t i v a t i n g  p r o t e i n  1 ;  R h o G A P ;  p 5 0 r h o G A P ;  C D C 4 2  G T P a s e - a c t i v a t i n g  p r o t e i n  [ H o m o  s a p i e n s ]  
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e   
   9 2 5 . 5 4     9 2 4 . 5 3     9 2 4 . 5 4     - 0 . 0 1    2 0 1  2 0 8  0  L E Q L G I P R   
   9 6 5 . 5 3     9 6 4 . 5 2     9 6 4 . 5 2     0 . 0 0    8 5  9 2  0  I I V F S A C R   
   1 0 9 3 . 6 2     1 0 9 2 . 6 1     1 0 9 2 . 6 1     0 . 0 0    8 4  9 2  1  K I I V F S A C R   
   1 1 1 8 . 6 2     1 1 1 7 . 6 1     1 1 1 7 . 6 1     0 . 0 0    4 1 2  4 2 1  0  A I N P I N T F T K   
   1 2 6 8 . 7 0     1 2 6 7 . 6 9     1 2 6 7 . 6 8     0 . 0 1    2 0 9  2 1 8  1  Q V L K Y D D F L K   
   1 3 1 3 . 5 8     1 3 1 2 . 5 8     1 3 1 2 . 5 7     0 . 0 0    6 0  6 9  0  W D D P Y Y D I A R   
   1 4 0 4 . 7 5     1 4 0 3 . 7 4     1 4 0 3 . 7 8     - 0 . 0 3    2 5 3  2 6 4  0  N P E Q E P I P I V L R   
   1 5 8 6 . 7 9     1 5 8 5 . 7 8     1 5 8 5 . 7 8     - 0 . 0 0    7 0  8 3  1  H Q I V E V A G D D K Y G R   
   1 8 4 0 . 9 5     1 8 3 9 . 9 4     1 8 3 9 . 9 4     0 . 0 0    1 8 6  2 0 0  0  I F Y V N Y L S E L S E H V K   
   1 9 1 9 . 0 0     1 9 1 8 . 0 0     1 9 1 7 . 9 9     0 . 0 0    3 7 0  3 8 6  0  F L T A F L V Q I S A H S D Q N K   
   1 9 6 8 . 9 7     1 9 6 7 . 9 6     1 9 6 7 . 9 6     - 0 . 0 0    4 2 2  4 3 9  0  F L L D H Q G E L F P S P D P S G L   
   1 9 8 9 . 0 6     1 9 8 8 . 0 5     1 9 8 8 . 0 6     - 0 . 0 0    3 8 7  4 0 4  0  M T N T N L A V V F G P N L L W A K   
   2 1 7 6 . 1 5     2 1 7 5 . 1 4     2 1 7 5 . 1 4     - 0 . 0 0    2 6 5  2 8 3  1  E T V A Y L Q A H A L T T E G I F R R   
   2 3 1 1 . 2 6     2 3 1 0 . 2 6     2 3 1 0 . 2 6     - 0 . 0 0    3 5 0  3 6 9  0  V P A T L Q V L Q T L P E E N Y Q V L R   
   2 6 8 9 . 3 3     2 6 8 8 . 3 3     2 6 8 8 . 3 6     - 0 . 0 4    2 9 7  3 1 9  0  Y N M G L P V D F D Q Y N E L H L P A V I L K   
   3 0 4 1 . 5 1     3 0 4 0 . 5 1     3 0 4 0 . 5 5     - 0 . 0 5    3 2 4  3 4 9  0  E L P E P L L T F D L Y P H V V G F L N I D E S Q R   
 N o  m a t c h  t o :  1 2 0 5 . 6 6 ,  1 2 4 0 . 6 3 ,  1 2 5 1 . 6 6 ,  1 3 4 7 . 6 6 ,  1 3 7 0 . 7 1 ,  1 4 0 6 . 7 0 ,  1 4 2 7 . 7 3 ,  1 4 7 4 . 7 3 ,  1 4 8 2 . 8 0 ,    
 1 4 9 6 . 7 4 ,  1 5 0 4 . 7 1 ,  1 5 1 5 . 7 8 ,  1 5 6 2 . 8 3 ,  1 6 2 9 . 8 4 ,  1 6 4 8 . 8 5 ,  1 6 8 4 . 7 8 ,  1 6 9 0 . 9 1 ,  1 7 0 2 . 9 7 ,  1 7 1 4 . 8 9 ,  1 7 2 0 . 8 9 ,    
 1 7 2 6 . 8 7 ,  1 8 0 1 . 9 4 ,  1 9 2 7 . 0 0 ,  1 9 4 0 . 9 3 ,  1 9 7 6 . 0 0 ,  1 9 9 6 . 9 8 ,  2 0 0 1 . 9 9 ,  2 0 2 8 . 9 6 ,  2 0 5 6 . 1 6 ,  2 1 3 1 . 1 1 ,  2 1 4 2 . 0 6 ,    
        2 2 1 7 . 0 6 ,  2 2 3 3 . 0 6 ,  2 2 6 3 . 1 2 ,  2 3 2 8 . 2 0 ,  2 6 3 8 . 3 7 ,  2 7 4 6 . 3 2 ,  2 8 5 3 . 3 9   
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 5  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 7  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 8  
 
1 9 1
1 0 0 0
m / z











































































































































































































































































































































S p o t  #  g i | 2 1 1 9 2 0 4             M a s s :  5 3 6 7 6     S c o r e :  3 8 5     E x p e c t :  5 . 8 e - 3 3   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  9  
4 9 2 0  v i m e n t i n  -  h u m a n        
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 1 2 5 . 5 5     1 1 2 4 . 5 4     1 1 2 4 . 6 0     - 0 . 0 5    1 1 4  1 2 2  1  F A N Y I D K V R  
   1 2 9 5 . 7 0     1 2 9 4 . 6 9     1 2 9 4 . 6 6     0 . 0 3    3 9 1  4 0 1  0  M A L D I E I A T Y R  
   1 4 2 8 . 7 5     1 4 2 7 . 7 4     1 4 2 7 . 7 0     0 . 0 4    5 1  6 4  0  S L Y A S S P G G V Y A T R  
   1 5 3 3 . 8 9     1 5 3 2 . 8 8     1 5 3 2 . 8 4     0 . 0 4    2 2 4  2 3 6  1  V E S L Q E E I A F L K K  
   1 5 3 9 . 9 4     1 5 3 8 . 9 4     1 5 3 8 . 9 0     0 . 0 3    1 3 0  1 4 3  1  I L L A E L E Q L K G Q G K  
   1 5 7 0 . 9 3     1 5 6 9 . 9 2     1 5 6 9 . 8 9     0 . 0 3    4 1 1  4 2 4  0  I S L P L P N F S S L N L R  
   1 7 3 4 . 8 5     1 7 3 3 . 8 4     1 7 3 3 . 8 1     0 . 0 4    3 6 5  3 7 8  1  L Q D E I Q N M K E E M A R  
   1 8 2 4 . 9 8     1 8 2 3 . 9 7     1 8 2 3 . 9 4     0 . 0 3    4 2 5  4 4 0  1  E T N L D S L P L V D T H S K R  
   2 1 2 6 . 0 9     2 1 2 5 . 0 8     2 1 2 5 . 0 6     0 . 0 2    7 9  9 7  0  L L Q D S V D F S L A D A I N T E F K  
        N o  m a t c h  t o :  1 1 7 6 . 1 1 ,  1 4 5 6 . 7 4 ,  1 6 6 1 . 9 9 ,  1 9 6 2 . 0 4 ,  2 6 0 8 . 2 8   
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  1 9  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 4  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  5  
1 9 3
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
4 9 2 0      5 1  -  6 4      1 4 2 8 . 7 6 4 7   1 4 2 7 . 7 5 7 4   1 4 2 7 . 7 0 4 4          3 7      0   S L Y A S S P G G V Y A T R   ( N o  m a t c h )  
V i m e n t i n      7 9  -  9 7      2 1 2 6 . 0 9 0 0   2 1 2 5 . 0 8 2 7   2 1 2 5 . 0 5 7 8          1 2      0   L L Q D S V D F S L A D A I N T E F K   ( I o n s  s c o r e  1 3 7 ,  e - v a l u e  2 . 8 e - 1 1 )  
    1 1 4  -  1 2 2     1 1 2 5 . 5 5 1 6   1 1 2 4 . 5 4 4 3   1 1 2 4 . 5 9 7 8       - 4 8      1   F A N Y I D K V R   ( N o  m a t c h )  
    1 3 0  -  1 4 3     1 5 3 9 . 9 4 2 3   1 5 3 8 . 9 3 5 0   1 5 3 8 . 9 0 3 1        2 1      1   I L L A E L E Q L K G Q G K   ( N o  m a t c h )  
    2 2 4  -  2 3 6     1 5 3 3 . 8 8 8 4   1 5 3 2 . 8 8 1 1   1 5 3 2 . 8 4 4 9        2 4      1   V E S L Q E E I A F L K K   ( N o  m a t c h )  
    3 6 5  -  3 7 8     1 7 3 4 . 8 5 0 6   1 7 3 3 . 8 4 3 3   1 7 3 3 . 8 0 7 6        2 1      1   L Q D E I Q N M K E E M A R   ( N o  m a t c h )  
    3 9 1  -  4 0 1     1 2 9 5 . 7 0 1 1   1 2 9 4 . 6 9 3 8   1 2 9 4 . 6 5 9 1        2 7      0   M A L D I E I A T Y R   ( N o  m a t c h )  
    4 1 1  -  4 2 4     1 5 7 0 . 9 3 0 0   1 5 6 9 . 9 2 2 7   1 5 6 9 . 8 8 7 8        2 2      0   I S L P L P N F S S L N L R   ( I o n s  s c o r e  8 9 ,  e - v a l u e  1 . 3 e - 0 . 6 )  





S p o t  #  g i | 1 2 6 5 4 6 5 5            M a s s :  3 3 6 6 7     S c o r e :  3 0 9     E x p e c t :  2 . 3 e - 2 5   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 5  
4 9 6 5  N A P A  p r o t e i n  [ H o m o  s a p i e n s ]      
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 1 6 8 . 5 7     1 1 6 7 . 5 6     1 1 6 7 . 5 6     - 0 . 0 0    1 0 7  1 1 6  0  A I E I Y T D M G R  
   1 3 8 9 . 7 5     1 3 8 8 . 7 4     1 3 8 8 . 7 5     - 0 . 0 1    2 7 2  2 8 2  0  L D Q W L T T M L L R  
   1 4 1 7 . 6 5     1 4 1 6 . 6 5     1 4 1 6 . 6 5     - 0 . 0 0    9 5  1 0 6  0  A D P Q E A I N C L M R  
   1 4 5 3 . 7 6     1 4 5 2 . 7 6     1 4 5 2 . 7 6     - 0 . 0 0    1 6 8  1 8 0  0  V A G Y A A L L E Q Y Q K  
   1 4 6 0 . 6 7     1 4 5 9 . 6 6     1 4 5 9 . 6 6     - 0 . 0 0    2 2 8  2 3 9  0  Y E E L F P A F S D S R  
   1 5 4 5 . 7 5     1 5 4 4 . 7 4     1 5 4 4 . 7 4     - 0 . 0 0    9 4  1 0 6  1  K A D P Q E A I N C L M R  
   1 5 4 9 . 7 3     1 5 4 8 . 7 2     1 5 4 8 . 7 2     0 . 0 0    2 3  3 7  0  N S Q S F F S G L F G G S S K  
   1 6 2 3 . 7 3     1 6 2 2 . 7 2     1 6 2 2 . 7 1     0 . 0 0    7 9  9 3  0  H D A A T C F V D A G N A F K  
   1 6 6 3 . 7 6     1 6 6 2 . 7 6     1 6 6 2 . 7 7     - 0 . 0 1    2 0 9  2 2 2  0  A A L C H F C I D M L N A K  
   2 0 0 0 . 0 0     1 9 9 8 . 9 9     1 9 9 9 . 0 1     - 0 . 0 1    2 2 3  2 3 9  1  L A V Q K Y E E L F P A F S D S R  
   2 0 7 8 . 0 2     2 0 7 7 . 0 1     2 0 7 7 . 0 4     - 0 . 0 3    1 8 1  1 9 9  0  A I D I Y E Q V G T N A M D S P L L K  
   2 1 3 9 . 0 9     2 1 3 8 . 0 8     2 1 3 8 . 0 9     - 0 . 0 1    1 2 3  1 4 0  0  H H I S I A E I Y E T E L V D I E K  
   2 4 4 3 . 1 5     2 4 4 2 . 1 4     2 4 4 2 . 1 9     - 0 . 0 5    5 7  7 8  0  N W S A A G N A F C Q A A Q L H L Q L Q S K  
   2 5 6 2 . 1 2     2 5 6 1 . 1 1     2 5 6 1 . 1 3     - 0 . 0 2    1 4 1  1 6 3  1  A I A H Y E Q S A D Y Y K G E E S N S S A N K  
   2 9 4 1 . 3 2     2 9 4 0 . 3 1     2 9 4 0 . 3 6     - 0 . 0 5    2 4 7  2 7 1  1  L L E A H E E Q N V D S Y T E S V K E Y D S I S R  
        N o  m a t c h  t o :  9 6 5 . 4 7 ,  1 0 3 6 . 5 2 ,  1 0 7 3 . 5 5 ,  1 1 9 8 . 7 1 ,  1 2 6 7 . 6 9 ,  1 2 8 6 . 6 2 ,  1 3 2 3 . 6 7 ,  1 3 2 9 . 6 9 ,  1 4 2 1 . 7 3 ,  1 4 2 7 . 7 2 ,   
 1 4 3 7 . 7 3 ,  1 5 1 5 . 7 4 ,  1 5 2 3 . 7 9 ,  1 5 6 2 . 8 0 ,  1 5 8 6 . 7 5 ,  1 5 9 3 . 7 8 ,  1 6 4 8 . 8 3 ,  1 6 8 5 . 7 8 ,  1 7 2 6 . 8 7 ,  1 7 9 0 . 8 7 ,  1 8 1 6 . 8 5 ,  1 8 2 3 . 8 6 ,   
 1 8 3 2 . 8 5 ,  1 8 6 7 . 9 1 ,  1 9 2 9 . 9 0 ,  1 9 4 1 . 9 9 ,  1 9 4 5 . 9 0 ,  1 9 5 4 . 0 4 ,  1 9 6 1 . 8 9 ,  2 0 0 5 . 9 7 ,  2 0 5 6 . 0 8 ,  2 1 3 1 . 0 9 ,  2 1 7 2 . 8 9 ,  2 1 8 4 . 1 0 ,   
 2 2 6 3 . 1 0 ,  2 2 9 9 . 1 1 ,  2 3 0 8 . 1 4 ,  2 3 1 5 . 0 7 ,  2 3 2 9 . 1 3 ,  2 3 7 8 . 1 6 ,  2 4 8 7 . 1 8 ,  2 5 5 0 . 1 5 ,  2 5 9 8 . 1 5 ,  2 8 5 3 . 3 7 ,  2 9 0 2 . 3 9  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  6 7  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  2 2  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  4 5  
1 9 5
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
4 9 6 5      2 3  -  3 7      1 5 4 9 . 7 2 9 2   1 5 4 8 . 7 2 1 9   1 5 4 8 . 7 2 0 8           1       0   N S Q S F F S G L F G G S S K   ( N o  m a t c h )  
N A P A  p r o t e i n      2 3  -  3 7      1 5 4 9 . 7 6 0 0   1 5 4 8 . 7 5 2 7   1 5 4 8 . 7 2 0 8          2 1      0   N S Q S F F S G L F G G S S K   ( I o n s  s c o r e  7 4 ,  e - v a l u e  7 . 7 e - 0 . 5 )  
     5 7  -  7 8      2 4 4 3 . 1 4 6 4   2 4 4 2 . 1 3 9 1   2 4 4 2 . 1 8 6 2         - 1 9      0   N W S A A G N A F C Q A A Q L H L Q L Q S K   ( N o  m a t c h )  
     7 9  -  9 3      1 6 2 3 . 7 2 6 2   1 6 2 2 . 7 1 8 9   1 6 2 2 . 7 1 4 7           3       0   H D A A T C F V D A G N A F K   ( N o  m a t c h )  
     9 4  -  1 0 6     1 5 4 5 . 7 4 9 0   1 5 4 4 . 7 4 1 7   1 5 4 4 . 7 4 3 9         - 1       1   K A D P Q E A I N C L M R   ( N o  m a t c h )  
     9 5  -  1 0 6     1 4 1 7 . 6 5 5 0   1 4 1 6 . 6 4 7 7   1 4 1 6 . 6 4 8 9         - 1       0   A D P Q E A I N C L M R   ( N o  m a t c h )  
    1 0 7  -  1 1 6     1 1 6 8 . 5 6 6 3   1 1 6 7 . 5 5 9 0   1 1 6 7 . 5 5 9 4         - 0      0   A I E I Y T D M G R   ( N o  m a t c h )  
    1 2 3  -  1 4 0     2 1 3 9 . 0 8 5 9   2 1 3 8 . 0 7 8 6   2 1 3 8 . 0 8 9 5         - 5      0   H H I S I A E I Y E T E L V D I E K   ( N o  m a t c h )  
    1 4 1  -  1 6 3     2 5 6 2 . 1 1 7 0   2 5 6 1 . 1 0 9 7   2 5 6 1 . 1 3 0 5         - 8      1   A I A H Y E Q S A D Y Y K G E E S N S S A N K   ( N o  m a t c h )  
    1 6 8  -  1 8 0     1 4 5 3 . 7 6 4 8   1 4 5 2 . 7 5 7 5   1 4 5 2 . 7 6 1 2         - 3      0   V A G Y A A L L E Q Y Q K   ( N o  m a t c h )  
    1 8 1  -  1 9 9     2 0 7 8 . 0 2 1 7   2 0 7 7 . 0 1 4 4   2 0 7 7 . 0 4 0 1        - 1 2      0   A I D I Y E Q V G T N A M D S P L L K   ( N o  m a t c h )  
    2 0 9  -  2 2 2     1 6 6 3 . 7 6 4 2   1 6 6 2 . 7 5 6 9   1 6 6 2 . 7 6 8 0         - 7       0   A A L C H F C I D M L N A K   ( N o  m a t c h )  
    2 2 3  -  2 3 9     2 0 0 0 . 0 0 0 2   1 9 9 8 . 9 9 2 9   1 9 9 9 . 0 0 5 0         - 6      1   L A V Q K Y E E L F P A F S D S R   ( N o  m a t c h )  
    2 2 8  -  2 3 9     1 4 6 0 . 6 6 8 4   1 4 5 9 . 6 6 1 1   1 4 5 9 . 6 6 1 9         - 1       0   Y E E L F P A F S D S R   ( N o  m a t c h )  
    2 2 8  -  2 3 9     1 4 6 0 . 7 0 0 0   1 4 5 9 . 6 9 2 7   1 4 5 9 . 6 6 1 9         2 1      0   Y E E L F P A F S D S R   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 2 1 )  
    2 4 7  -  2 7 1     2 9 4 1 . 3 1 9 2   2 9 4 0 . 3 1 1 9   2 9 4 0 . 3 6 2 4        - 1 7      1   L L E A H E E Q N V D S Y T E S V K E Y D S I S R   ( N o  m a t c h )  
    2 7 2  -  2 8 2     1 3 8 9 . 7 5 0 0   1 3 8 8 . 7 4 2 7   1 3 8 8 . 7 4 8 6         - 4       0   L D Q W L T T M L L R   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  g i | 4 5 0 6 2 1 7             M a s s :  2 4 6 9 7     S c o r e :  1 5 7     E x p e c t :  3 . 7 e - 1 0   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  6  
4 9 6 6  p r o t e a s o m e  2 6 S  n o n - A T P a s e  s u b u n i t  1 0  
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   9 2 6 . 6 1     9 2 5 . 6 0     9 2 5 . 6 1     - 0 . 0 1    2 1 4  2 2 2  1  G G L G L I L K R  
   1 1 4 2 . 6 4     1 1 4 1 . 6 3     1 1 4 1 . 6 3     - 0 . 0 0    2 0 4  2 1 3  1  E E K T P L Q V A K  
   1 1 9 3 . 7 0     1 1 9 2 . 6 9     1 1 9 2 . 6 7     0 . 0 2    1 5 4  1 6 2  0  M I H I L L Y Y K  
   1 9 2 1 . 0 3     1 9 2 0 . 0 2     1 9 2 0 . 0 2     0 . 0 0    1 9 0  2 0 6  1  L L V S Q G A S I Y I E N K E E K  
   2 0 3 5 . 0 5     2 0 3 4 . 0 4     2 0 3 4 . 0 3     0 . 0 1    1 1 7  1 3 5  1  N R H E I A V M L L E G G A N P D A K  
   2 4 7 1 . 2 3     2 4 7 0 . 2 2     2 4 7 0 . 1 0     0 . 1 2    1 6 3  1 8 4  0  A S T N I Q D T E G N T P L H L A C D E E R  
        N o  m a t c h  t o :  7 8 5 . 3 9 ,  7 9 2 . 4 9 ,  8 0 3 . 4 0 ,  9 1 7 . 2 7 ,  9 4 8 . 6 0 ,  1 0 4 3 . 5 3 ,  1 1 3 4 . 6 3 ,  1 1 6 3 . 6 2 ,  1 2 3 1 . 6 8 ,  1 2 6 7 . 6 9 ,  1 3 1 8 . 7 3 ,   
 1 3 2 4 . 6 8 ,  1 4 2 7 . 7 3 ,  1 4 2 7 . 7 6 ,  1 4 5 9 . 7 0 ,  1 5 0 6 . 7 7 ,  1 5 6 2 . 8 3 ,  1 5 8 6 . 7 6 ,  1 6 4 8 . 8 3 ,  1 6 9 2 . 8 9 ,  1 7 2 6 . 8 3 ,  1 7 8 3 . 9 2 ,  1 8 1 6 . 8 7 ,  
  1 8 3 2 . 9 2 ,  1 9 7 6 . 0 0 ,  1 9 9 7 . 9 9 ,  2 0 5 6 . 0 9 ,  2 0 7 2 . 0 9 ,  2 0 9 0 . 9 4 ,  2 1 3 1 . 1 1 ,  2 1 7 2 . 1 2 ,  2 2 0 1 . 0 6 ,  2 2 3 4 . 1 0 ,  2 2 4 0 . 0 9 ,  2 2 5 6 . 0 6 ,   
 2 2 6 3 . 1 0 ,  2 2 9 5 . 2 1 ,  2 3 0 8 . 1 4 ,  2 4 8 7 . 2 2 ,  2 4 9 7 . 1 8 ,  2 6 5 8 . 4 7 ,  2 7 0 6 . 2 2 ,  2 8 5 3 . 4 0  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 2  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  9  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  4 3  
1 9 7
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
4 9 6 6     1 1 7  -  1 3 5     2 0 3 5 . 0 4 7 8   2 0 3 4 . 0 4 0 5   2 0 3 4 . 0 3 1 6           4      1   N R H E I A V M L L E G G A N P D A K   ( N o  m a t c h )  
    1 5 4  -  1 6 2     1 1 9 3 . 7 0 0 0   1 1 9 2 . 6 9 2 7   1 1 9 2 . 6 6 7 8          2 1     0   M I H I L L Y Y K   ( I o n s  s c o r e  6 5 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 4 3 )  
    1 5 4  -  1 6 2     1 2 0 9 . 6 6 6 1   1 2 0 8 . 6 5 8 8   1 2 0 8 . 6 6 2 7          - 3      0   M I H I L L Y Y K   O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
    1 6 3  -  1 8 4     2 4 7 1 . 2 2 9 5   2 4 7 0 . 2 2 2 2   2 4 7 0 . 1 0 3 0          4 8     0   A S T N I Q D T E G N T P L H L A C D E E R   ( N o  m a t c h )  
    1 9 0  -  2 0 6     1 9 2 1 . 0 3 0 2   1 9 2 0 . 0 2 2 9   1 9 2 0 . 0 2 0 3           1      1   L L V S Q G A S I Y I E N K E E K   ( N o  m a t c h )  
    1 9 0  -  2 0 6     1 9 2 1 . 0 6 0 0   1 9 2 0 . 0 5 2 7   1 9 2 0 . 0 2 0 3          1 7     1   L L V S Q G A S I Y I E N K E E K   ( I o n s  s c o r e  4 1 ,  e - v a l u e  0 . 1 1 )  
    2 0 4  -  2 1 3     1 1 4 2 . 6 4 0 8   1 1 4 1 . 6 3 3 5   1 1 4 1 . 6 3 4 2          - 1      1   E E K T P L Q V A K   ( N o  m a t c h )  






S p o t  #  g i | 3 8 5 6 6 1 7 6            M a s s :  2 8 8 0 2     S c o r e :  1 0 5     E x p e c t :  5 . 7 e - 0 5   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 0  
5 0 8 7  P h o s p h o g l y c e r a t e  m u t a s e  [ H o m o  s a p i e n s ]    
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 1 5 0 . 6 7     1 1 4 9 . 6 6     1 1 4 9 . 6 6     0 . 0 0    1 8 1  1 9 1  0  V L I A A H G N S L R  
   1 1 7 7 . 6 5     1 1 7 6 . 6 4     1 1 7 6 . 7 1     - 0 . 0 6    1  1 0  1  M A A Y K L V L I R  
   1 3 0 6 . 7 8     1 3 0 5 . 7 7     1 3 0 5 . 7 6     0 . 0 1    1 8 0  1 9 1  1  R V L I A A H G N S L R  
   1 9 9 8 . 0 2     1 9 9 7 . 0 2     1 9 9 7 . 0 6     - 0 . 0 5    1 6 3  1 7 9  1  A L P F W N E E I V P Q I K E G K  
   2 1 1 5 . 1 0     2 1 1 4 . 0 9     2 1 1 4 . 1 2     - 0 . 0 3    2 2 3  2 4 0  0  N L K P I K P M Q F L G D E E T V R  
   2 1 3 5 . 9 5     2 1 3 4 . 9 4     2 1 3 4 . 9 7     - 0 . 0 3    2 2  4 0  1  F S G W Y D A D L S P A G H E E A K R  
   2 1 7 2 . 1 3     2 1 7 1 . 1 2     2 1 7 1 . 1 8     - 0 . 0 6    6 6  8 3  0  T L W T V L D A I D Q M W L L V V R  
   2 2 4 3 . 1 9     2 2 4 2 . 1 8     2 2 4 2 . 2 1     - 0 . 0 3    2 2 3  2 4 1  1  N L K P I K P M Q F L G D E E T V R K  
   2 5 7 3 . 1 9     2 5 7 2 . 1 8     2 5 7 2 . 2 1     - 0 . 0 2    1 1 7  1 3 8  1  R S Y D V P P P P M E P D H P F Y S N I S K  
   2 6 8 8 . 1 7     2 6 8 7 . 1 6     2 6 8 7 . 2 3     - 0 . 0 7    1 1 8  1 4 0  1  S Y D V P P P P M E P D H P F Y S N I S K D R  
        N o  m a t c h  t o :  9 4 8 . 5 4 ,  9 5 4 . 4 9 ,  9 6 8 . 4 6 ,  1 0 5 8 . 5 9 ,  1 0 6 8 . 4 9 ,  1 0 8 2 . 5 8 ,  1 1 5 6 . 6 1 ,  1 1 6 0 . 6 1 ,  1 2 3 1 . 6 8 ,  1 2 5 5 . 7 3 ,  1 2 6 7 . 6 8 ,   
 1 2 8 5 . 7 2 ,  1 3 1 8 . 7 4 ,  1 3 2 4 . 6 8 ,  1 3 3 7 . 5 3 ,  1 3 7 6 . 7 5 ,  1 3 9 1 . 7 0 ,  1 4 2 7 . 7 2 ,  1 4 5 9 . 6 9 ,  1 4 6 6 . 8 3 ,  1 5 2 2 . 8 4 ,  1 5 4 2 . 8 6 ,  1 5 6 2 . 8 2 ,  1 5 6 8 . 8 8 ,   
 1 5 8 6 . 7 5 ,  1 6 0 2 . 8 7 ,  1 6 4 3 . 8 1 ,  1 6 4 8 . 8 4 ,  1 6 5 5 . 8 2 ,  1 7 0 1 . 9 1 ,  1 7 0 5 . 8 7 ,  1 7 2 1 . 8 5 ,  1 7 2 6 . 8 7 ,  1 7 7 9 . 7 9 ,  1 7 9 9 . 8 8 ,  1 8 0 7 . 9 5 ,  1 8 1 6 . 8 8 ,   
 1 8 2 9 . 9 1 ,  1 8 3 2 . 8 8 ,  1 8 4 4 . 8 8 ,  1 8 5 5 . 8 3 ,  1 8 9 3 . 9 8 ,  1 9 3 5 . 8 8 ,  1 9 7 9 . 0 2 ,  2 0 3 5 . 1 3 ,  2 0 5 6 . 0 7 ,  2 1 5 6 . 1 4 ,  2 1 9 2 . 0 3 ,  2 1 9 9 . 1 3 ,  2 2 3 4 . 0 7 ,   
 2 2 6 3 . 1 0 ,  2 3 3 4 . 1 3 ,  2 3 4 8 . 1 8 ,  2 3 6 2 . 1 2 ,  2 4 2 5 . 1 4 ,  2 4 8 7 . 1 6 ,  2 5 1 8 . 1 8 ,  2 5 8 1 . 2 3 ,  2 7 0 6 . 2 2 ,  2 8 5 3 . 3 7 ,  3 2 6 6 . 4 9  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  7 6  




1 0 0 0

































































































































































































































S p o t  
#  g i | 4 5 0 7 1 7 1             M a s s :  3 5 4 6 5     S c o r e :  8 0      E x p e c t :  0 . 0 1 7   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  7  
6 1 9  s e c r e t e d  p r o t e i n ,  a c i d i c ,  c y s t e i n e - r i c h  ( o s t e o n e c t i n ) ;  O s t e o n e c t i n    
 ( s e c r e t e d  p r o t e i n ,  a c i d i c ,  c y s t e i n e - r i c h )  [ H o m o  s a p i e n s ]    
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 2 1 5 . 6 1     1 2 1 4 . 6 0     1 2 1 4 . 6 1     - 0 . 0 1    1 4 1  1 5 0  0  L H L D Y I G P C K  
   1 4 1 9 . 7 8     1 4 1 8 . 7 8     1 4 1 8 . 7 5     0 . 0 2    2 0 6  2 1 8  0  L E A G D H P V E L L A R  
   1 4 4 7 . 6 3     1 4 4 6 . 6 3     1 4 4 6 . 6 2     0 . 0 0    1 1 8  1 2 9  0  T F D S S C H F F A T K  
   1 5 7 5 . 8 6     1 5 7 4 . 8 5     1 5 7 4 . 8 5     0 . 0 0    2 0 5  2 1 8  1  R L E A G D H P V E L L A R  
   1 6 4 8 . 8 3     1 6 4 7 . 8 2     1 6 4 7 . 9 0     - 0 . 0 8    1 6 9  1 8 1  1  D W L K N V L V T L Y E R  
   1 9 4 9 . 9 5     1 9 4 8 . 9 5     1 9 4 8 . 9 6     - 0 . 0 1    1 5 1  1 6 6  0  Y I P P C L D S E L T E F P L R  
   2 2 7 8 . 1 5     2 2 7 7 . 1 5     2 2 7 7 . 1 5     - 0 . 0 0    1 7 3  1 9 1  1  N V L V T L Y E R D E D N N L L T E K  
 N o  m a t c h  t o :  1 1 7 0 . 6 7 ,  1 1 9 9 . 6 8 ,  1 1 9 9 . 7 0 ,  1 2 0 9 . 6 8 ,  1 2 2 7 . 6 4 ,  1 2 6 7 . 7 1 ,  1 2 8 4 . 7 5 ,  1 2 9 8 . 7 7 ,  1 3 1 4 . 7 7 ,   
 1 3 4 8 . 6 7 ,  1 4 1 0 . 7 1 ,  1 4 1 4 . 7 0 ,  1 4 2 7 . 7 2 ,  1 4 5 9 . 7 0 ,  1 4 7 0 . 8 0 ,  1 5 1 2 . 7 6 ,  1 5 2 8 . 7 4 ,  1 5 4 7 . 8 0 ,  1 5 6 2 . 8 3 ,   
 1 5 7 0 . 8 9 ,  1 5 8 6 . 7 6 ,  1 6 5 5 . 9 0 ,  1 6 9 2 . 8 4 ,  1 6 9 9 . 8 7 ,  1 7 2 7 . 8 8 ,  1 7 4 0 . 9 4 ,  1 7 8 3 . 9 9 ,  1 7 9 9 . 9 8 ,  1 8 1 5 . 8 9 ,   
 1 8 3 2 . 8 6 ,  1 8 5 8 . 8 9 ,  1 8 7 5 . 9 1 ,  1 8 8 4 . 0 0 ,  1 8 9 0 . 9 5 ,  1 9 3 4 . 0 1 ,  1 9 7 5 . 9 9 ,  2 0 5 6 . 0 9 ,  2 0 7 2 . 0 9 ,  2 1 3 1 . 0 9 ,   
  
2 1 6 4 . 9 9 ,  2 2 0 2 . 1 2 ,  2 2 0 2 . 1 4 ,  2 2 6 8 . 1 3 ,  2 3 4 0 . 1 1 ,  2 3 9 6 . 2 2 ,  2 4 1 2 . 2 7 ,  2 4 8 7 . 2 5 ,  2 5 0 0 . 2 6 ,  2 5 1 4 . 3 3 ,  2 5 4 0 . 3 6 ,  2 5 5 6 . 3 4 ,  2 6 3 2 . 3 1 ,  2 6 4 1 . 3 7 ,  2 7 6 9 . 4 6 ,  2 9 0 9 . 3 6 ,  
2 9 4 1 . 4 0 ,  2 9 8 0 . 4 6 ,  3 0 9 3 . 5 4 ,  3 2 2 1 . 7 0  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  7 1  




C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
6 1 9     1 1 8  -  1 2 9     1 4 4 7 . 6 3 4 7   1 4 4 6 . 6 2 7 4   1 4 4 6 . 6 2 3 8           3      0   T F D S S C H F F A T K   ( N o  m a t c h )  
O s t e o n e c t i n     1 4 1  -  1 5 0     1 2 1 5 . 6 1 1 0   1 2 1 4 . 6 0 3 7   1 2 1 4 . 6 1 1 7          - 7      0   L H L D Y I G P C K   ( N o  m a t c h )  
    1 5 1  -  1 6 6     1 9 4 9 . 9 5 4 8   1 9 4 8 . 9 4 7 5   1 9 4 8 . 9 6 0 4          - 7      0   Y I P P C L D S E L T E F P L R   ( N o  m a t c h )  
    1 5 1  -  1 6 6     1 9 4 9 . 9 8 0 0   1 9 4 8 . 9 7 2 7   1 9 4 8 . 9 6 0 4           6      0   Y I P P C L D S E L T E F P L R   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 1 9 )  
    1 6 9  -  1 8 1     1 6 4 8 . 8 2 8 2   1 6 4 7 . 8 2 0 9   1 6 4 7 . 8 9 8 4         - 4 7     1   D W L K N V L V T L Y E R   ( N o  m a t c h )  
    1 7 3  -  1 9 1     2 2 7 8 . 1 5 4 5   2 2 7 7 . 1 4 7 2   2 2 7 7 . 1 4 8 8          - 1      1   N V L V T L Y E R D E D N N L L T E K   ( N o  m a t c h )  
    2 0 5  -  2 1 8     1 5 7 5 . 8 6 1 5   1 5 7 4 . 8 5 4 2   1 5 7 4 . 8 5 2 8           1      1   R L E A G D H P V E L L A R   ( N o  m a t c h )  






















B :  D e c r e a s e d  i n t e n s i t y  
S p o t  #  g i | 4 5 0 6 1 7 9             M a s s :  2 9 8 2 2     S c o r e :  3 1 5     E x p e c t :  5 . 8 e - 2 6   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 2  
5 1 0 3  p r o t e a s o m e  a l p h a  1  s u b u n i t   
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   8 1 6 . 5 1     8 1 5 . 5 1     8 1 5 . 5 1     - 0 . 0 0    1 0 8  1 1 5  0  L V S L I G S K  
   8 8 6 . 5 3     8 8 5 . 5 2     8 8 5 . 5 3     - 0 . 0 0    2 0 9  2 1 7  0  N V S I G I V G K  
   9 5 3 . 4 8     9 5 2 . 4 7     9 5 2 . 4 6     0 . 0 1    8 3  8 9  0  L L C N F M R  
   1 1 0 7 . 7 0     1 1 0 6 . 6 9     1 1 0 6 . 6 9     0 . 0 0    4 2  5 1  1  T H A V L V A L K R  
   1 3 3 2 . 7 6     1 3 3 1 . 7 5     1 3 3 1 . 7 3     0 . 0 2    9 7  1 0 7  0  F V F D R P L P V S R  
   1 4 3 1 . 7 4     1 4 3 0 . 7 3     1 4 3 0 . 7 2     0 . 0 1    1 9  3 0  0  I H Q I E Y A M E A V K  
   1 6 8 5 . 9 3     1 6 8 4 . 9 2     1 6 8 4 . 9 0     0 . 0 2    1 9 4  2 0 8  1  A L R E T L P A E Q D L T T K  
   1 7 7 8 . 8 3     1 7 7 7 . 8 2     1 7 7 7 . 8 0     0 . 0 2    4  1 8  0  N Q Y D N D V T V W S P Q G R  
   1 8 8 0 . 8 5     1 8 7 9 . 8 4     1 8 7 9 . 8 3     0 . 0 2    1 7 5  1 8 9  0  H M S E F M E C N L N E L V K  
   2 0 8 6 . 1 5     2 0 8 5 . 1 4     2 0 8 5 . 1 3     0 . 0 1    6 3  8 2  0  I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R  
   2 2 1 4 . 2 4     2 2 1 3 . 2 4     2 2 1 3 . 2 3     0 . 0 1    6 2  8 2  1  K I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R  
   2 9 9 8 . 3 7     2 9 9 7 . 3 6     2 9 9 7 . 3 9     - 0 . 0 3    2 1 8  2 4 2  0  D L E F T I Y D D D D V S P F L E G L E E R P Q R  
 N o  m a t c h  t o :  8 6 2 . 4 6 ,  8 7 8 . 4 5 ,  8 9 6 . 4 5 ,  1 0 6 2 . 6 4 ,  1 2 3 1 . 7 0 ,  1 2 6 7 . 7 1 ,  1 3 5 4 . 7 4 ,  1 3 7 0 . 7 1 ,  1 3 8 6 . 6 9 ,  1 4 2 7 . 7 4 ,  1 4 5 3 . 7 4 ,   
 1 4 5 9 . 7 2 ,  1 5 2 9 . 8 9 ,  1 5 8 2 . 8 2 ,  1 5 8 6 . 7 8 ,  1 6 0 9 . 8 5 ,  1 6 4 8 . 8 6 ,  1 7 2 6 . 8 9 ,  1 7 7 1 . 9 2 ,  1 7 7 5 . 0 4 ,  1 9 3 5 . 9 1 ,  1 9 7 6 . 0 3 ,  1 9 7 9 . 0 5 ,   
  2 0 5 6 . 1 0 ,  2 1 3 1 . 1 3 ,  2 3 4 8 . 2 1 ,  2 4 1 5 . 1 9 ,  2 4 8 7 . 2 2 ,  2 5 4 9 . 1 9 ,  2 6 4 8 . 2 5 ,  2 6 6 4 . 3 3 ,  2 7 0 6 . 2 2 ,  2 8 5 3 . 3 9  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 5  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  2 0  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 3  
2 0 5
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
5 1 0 3       4  -  1 8      1 7 7 8 . 8 2 7 9   1 7 7 7 . 8 2 0 6   1 7 7 7 . 8 0 1 9          1 1      0   N Q Y D N D V T V W S P Q G R   ( N o  m a t c h )  
p r o t e a s o m e  a l p h a  1  s u b u n i t      1 9  -  3 0      1 4 3 1 . 7 4 2 0   1 4 3 0 . 7 3 4 7   1 4 3 0 . 7 2 2 7           8      0   I H Q I E Y A M E A V K   ( N o  m a t c h )  
     1 9  -  3 0      1 4 3 1 . 7 7 0 0   1 4 3 0 . 7 6 2 7   1 4 3 0 . 7 2 2 7          2 8      0   I H Q I E Y A M E A V K   ( I o n s  s c o r e  1 0 5 ,  e - v a l u e  6 . 2 e 0 . 8 )  
     4 2  -  5 1      1 1 0 7 . 7 0 0 6   1 1 0 6 . 6 9 3 3   1 1 0 6 . 6 9 2 4           1      1   T H A V L V A L K R   ( N o  m a t c h )  
     6 2  -  8 2      2 2 1 4 . 2 4 3 2   2 2 1 3 . 2 3 5 9   2 2 1 3 . 2 2 8 0           4      1   K I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R   ( N o  m a t c h )  
     6 3  -  8 2      2 0 8 6 . 1 4 7 0   2 0 8 5 . 1 3 9 7   2 0 8 5 . 1 3 3 0           3      0   I L H V D N H I G I S I A G L T A D A R   ( N o  m a t c h )  
     8 3  -  8 9       9 5 3 . 4 8 1 1    9 5 2 . 4 7 3 8    9 5 2 . 4 6 2 3            1 2      0   L L C N F M R   ( N o  m a t c h )  
     8 3  -  8 9       9 5 3 . 5 1 0 0    9 5 2 . 5 0 2 7    9 5 2 . 4 6 2 3            4 2      0   L L C N F M R   ( I o n s  s c o r e  4 4 ,  e - v a l u e  0 . 0 8 )  
     9 7  -  1 0 7     1 3 3 2 . 7 5 9 0   1 3 3 1 . 7 5 1 7   1 3 3 1 . 7 3 4 9        1 3      0   F V F D R P L P V S R   ( N o  m a t c h )  
    1 0 8  -  1 1 5      8 1 6 . 5 1 4 4    8 1 5 . 5 0 7 1    8 1 5 . 5 1 1 6          - 5       0   L V S L I G S K   ( N o  m a t c h )  
    1 7 5  -  1 8 9     1 8 8 0 . 8 5 0 9   1 8 7 9 . 8 4 3 6   1 8 7 9 . 8 2 6 6        9       0   H M S E F M E C N L N E L V K   ( N o  m a t c h )  
    1 9 4  -  2 0 8     1 6 8 5 . 9 2 9 7   1 6 8 4 . 9 2 2 4   1 6 8 4 . 8 9 9 5       1 4      1   A L R E T L P A E Q D L T T K   ( N o  m a t c h )  
    2 0 9  -  2 1 7      8 8 6 . 5 3 2 0    8 8 5 . 5 2 4 7    8 8 5 . 5 2 8 3          - 4       0   N V S I G I V G K   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  g i | 4 7 5 8 1 1 2             M a s s :  4 9 4 1 6     S c o r e :  1 2 6     E x p e c t :  4 . 6 e - 0 7   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 0  
4 4 2  H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  1 ;  H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t - 1 ;  D E A D - b o x  p r o t e i n ;   
 n u c l e a r  R N A  h e l i c a s e  ( D E A D  f a m i l y )  [ H o m o  s a p i e n s ]  
 O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 1 0 3 . 6 6     1 1 0 2 . 6 5     1 1 0 2 . 6 5     - 0 . 0 0    3 4 0  3 4 9  0  I L V A T N L F G R  
   1 1 3 7 . 6 7     1 1 3 6 . 6 7     1 1 3 6 . 6 6     0 . 0 1    1 4 5  1 5 5  0  V A V F F G G L S I K  
   1 2 4 3 . 7 5     1 2 4 2 . 7 4     1 2 4 2 . 7 3     0 . 0 1    4 9  5 8  0  D F L L K P E L L R  
   1 2 9 6 . 6 8     1 2 9 5 . 6 7     1 2 9 5 . 6 3     0 . 0 4    3 7  4 8  0  G S Y V S I H S S G F R  
   1 3 0 6 . 6 8     1 3 0 5 . 6 7     1 3 0 5 . 6 6     0 . 0 1    1 6 4  1 7 5  0  N C P H I V V G T P G R  
   1 4 6 2 . 8 1     1 4 6 1 . 8 0     1 4 6 1 . 8 0     0 . 0 0    2 5 7  2 6 8  0  L T L H G L Q Q Y Y V K  
   1 9 9 8 . 0 0     1 9 9 6 . 9 9     1 9 9 6 . 9 4     0 . 0 5    2 1 7  2 3 3  1  M T P H E K Q V M M F S A T L S K  +  2  O x i d a t i o n  ( M )  
   2 1 9 3 . 0 1     2 1 9 2 . 0 0     2 1 9 2 . 0 1     - 0 . 0 0    1 9 2  2 0 8  1  H F I L D E C D K M L E Q L D M R  
   2 2 7 7 . 2 4     2 2 7 6 . 2 3     2 2 7 6 . 2 5     - 0 . 0 2    3 0 0  3 1 9  0  C I A L A Q L L V E Q N F P A I A I H R  
   2 3 0 0 . 0 3     2 2 9 9 . 0 2     2 2 9 9 . 0 2     0 . 0 0    3 5 6  3 7 4  0  V N I A F N Y D M P E D S D T Y L H R  
        N o  m a t c h  t o :  1 0 0 6 . 5 6 ,  1 0 4 3 . 6 0 ,  1 0 4 6 . 6 0 ,  1 0 4 9 . 5 6 ,  1 1 1 4 . 6 8 ,  1 1 5 5 . 6 7 ,  1 1 9 8 . 7 0 ,  1 2 0 5 . 7 6 ,  1 2 3 0 . 6 3 ,  1 2 6 7 . 7 0 ,  1 2 8 6 . 6 9 ,   
 1 4 0 6 . 7 0 ,  1 4 2 3 . 6 6 ,  1 4 2 7 . 7 3 ,  1 4 4 2 . 7 3 ,  1 4 4 5 . 8 0 ,  1 5 0 4 . 7 6 ,  1 5 2 6 . 8 3 ,  1 5 3 7 . 8 3 ,  1 5 4 3 . 7 6 ,  1 5 6 2 . 8 2 ,  1 5 6 7 . 7 6 ,  1 5 8 0 . 8 6 ,   
 1 5 8 6 . 8 0 ,  1 5 9 5 . 8 2 ,  1 6 0 4 . 8 2 ,  1 6 4 8 . 8 2 ,  1 6 5 1 . 8 2 ,  1 6 9 4 . 8 5 ,  1 7 3 8 . 9 5 ,  1 7 4 5 . 9 1 ,  1 7 5 4 . 8 9 ,  1 7 6 8 . 9 0 ,  1 7 9 0 . 9 0 ,  1 8 0 1 . 9 5 ,   
 1 9 3 3 . 0 2 ,  1 9 7 6 . 0 0 ,  2 0 0 1 . 9 9 ,  2 0 2 8 . 0 5 ,  2 1 3 1 . 1 2 ,  2 1 6 2 . 9 9 ,  2 2 3 3 . 0 6 ,  2 3 1 1 . 1 3 ,  2 3 4 0 . 2 5 ,  2 4 2 7 . 2 6 ,  2 5 1 3 . 2 2 ,  2 8 5 3 . 3 9  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  6 1  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 4  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  4 7  
2 0 7
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
4 4 2      3 7  -  4 8      1 2 9 6 . 6 7 6 3   1 2 9 5 . 6 6 9 0   1 2 9 5 . 6 2 5 8          3 3      0   G S Y V S I H S S G F R   ( N o  m a t c h )  
H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  1      4 9  -  5 8      1 2 4 3 . 7 4 7 6   1 2 4 2 . 7 4 0 3   1 2 4 2 . 7 3 3 6           5       0   D F L L K P E L L R   ( N o  m a t c h )  
    1 4 5  -  1 5 5     1 1 3 7 . 6 7 2 6   1 1 3 6 . 6 6 5 3   1 1 3 6 . 6 5 9 3          5      0   V A V F F G G L S I K   ( N o  m a t c h )  
    1 6 4  -  1 7 5     1 3 0 6 . 6 7 7 5   1 3 0 5 . 6 7 0 2   1 3 0 5 . 6 6 1 1          7      0   N C P H I V V G T P G R   ( N o  m a t c h )  
    1 9 2  -  2 0 8     2 1 9 3 . 0 1 1 5   2 1 9 2 . 0 0 4 2   2 1 9 2 . 0 0 6 4         - 1      1   H F I L D E C D K M L E Q L D M R   ( N o  m a t c h )  
    2 1 7  -  2 3 3     1 9 9 8 . 0 0 0 2   1 9 9 6 . 9 9 2 9   1 9 9 6 . 9 4 2 0         2 6      1   M T P H E K Q V M M F S A T L S K   2  O x i d a t i o n  ( M )  ( N o  m a t c h )  
    2 5 7  -  2 6 8     1 4 6 2 . 8 0 8 5   1 4 6 1 . 8 0 1 2   1 4 6 1 . 7 9 7 9          2       0   L T L H G L Q Q Y Y V K   ( N o  m a t c h )  
    3 0 0  -  3 1 9     2 2 7 7 . 2 3 8 4   2 2 7 6 . 2 3 1 1   2 2 7 6 . 2 4 6 3         - 7       0   C I A L A Q L L V E Q N F P A I A I H R   ( N o  m a t c h )  
    3 4 0  -  3 4 9     1 1 0 3 . 6 5 6 4   1 1 0 2 . 6 4 9 1   1 1 0 2 . 6 4 9 8         - 1       0   I L V A T N L F G R   ( N o  m a t c h )  
    3 5 6  -  3 7 4     2 3 0 0 . 0 2 9 3   2 2 9 9 . 0 2 2 0   2 2 9 9 . 0 2 1 5          0       0   V N I A F N Y D M P E D S D T Y L H R   ( N o  m a t c h )  








S p o t  #  g i | 4 7 5 8 1 1 2             M a s s :  4 8 9 6 0     S c o r e :  3 3 3     E x p e c t :  9 . 2 e - 2 8   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 1  
4 5 5  H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  1 ;  H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t - 1 ;  D E A D - b o x  p r o t e i n ;   
 n u c l e a r  R N A  h e l i c a s e  ( D E A D  f a m i l y )  [ H o m o  s a p i e n s ]  
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   9 0 6 . 5 1     9 0 5 . 5 1     9 0 5 . 4 6     0 . 0 4    2 1 0  2 1 6  0  D V Q E I F R  
   1 0 3 5 . 5 4     1 0 3 4 . 5 3     1 0 3 4 . 4 9     0 . 0 4    2 0 1  2 0 8  0  M L E Q L D M R  
   1 1 0 3 . 7 0     1 1 0 2 . 6 9     1 1 0 2 . 6 5     0 . 0 4    3 4 0  3 4 9  0  I L V A T N L F G R  
   1 1 3 7 . 7 1     1 1 3 6 . 7 0     1 1 3 6 . 6 6     0 . 0 4    1 4 5  1 5 5  0  V A V F F G G L S I K  
   1 2 4 3 . 7 9     1 2 4 2 . 7 8     1 2 4 2 . 7 3     0 . 0 4    4 9  5 8  0  D F L L K P E L L R  
   1 2 5 9 . 8 0     1 2 5 8 . 7 9     1 2 5 8 . 7 5     0 . 0 4    3 3 9  3 4 9  1  R I L V A T N L F G R  
   1 2 9 6 . 6 8     1 2 9 5 . 6 7     1 2 9 5 . 6 3     0 . 0 4    3 7  4 8  0  G S Y V S I H S S G F R  
   1 4 6 2 . 8 5     1 4 6 1 . 8 4     1 4 6 1 . 8 0     0 . 0 4    2 5 7  2 6 8  0  L T L H G L Q Q Y Y V K  
   2 3 0 0 . 0 8     2 2 9 9 . 0 7     2 2 9 9 . 0 2     0 . 0 5    3 5 6  3 7 4  0  V N I A F N Y D M P E D S D T Y L H R  
   2 5 9 7 . 3 1     2 5 9 6 . 3 0     2 5 9 6 . 2 5     0 . 0 5    4 0 7  4 2 8  0  F E V N I S E L P D E I D I S S Y I E Q T R  
   3 2 8 8 . 6 7     3 2 8 7 . 6 7     3 2 8 7 . 5 9     0 . 0 8    2 4 2  2 6 8  1  F M Q D P M E I F V D D E T K L T L H G L Q Q Y Y V K  
        N o  m a t c h  t o :  7 2 8 . 5 8 ,  7 7 2 . 6 1 ,  8 1 6 . 6 5 ,  8 4 2 . 5 5 ,  8 6 0 . 6 7 ,  8 8 1 . 3 1 ,  8 9 6 . 4 8 ,  9 6 3 . 5 7 ,  1 2 7 7 . 7 5 ,  1 3 0 6 . 7 1 ,  1 4 7 5 . 8 1 ,   
 1 9 9 4 . 0 3 ,  2 1 3 1 . 1 6 ,  2 1 6 3 . 0 6 ,  2 1 9 3 . 0 7 ,  2 2 0 9 . 0 6 ,  2 2 6 0 . 2 8 ,  2 2 7 7 . 2 9 ,  2 7 0 3 . 3 0 ,  3 0 8 1 . 4 6 ,  3 0 9 7 . 6 5 ,  3 1 0 2 . 4 9 ,  3 1 1 7 . 5 3 ,   
 3 1 3 0 . 5 9 ,  3 2 2 8 . 4 8 ,  3 2 6 3 . 6 3 ,  3 3 3 7 . 7 1 ,  3 4 5 4 . 7 1  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  4 4  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 6  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  2 8  
2 1 1
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
4 5 5      3 7  -  4 8      1 2 9 6 . 6 7 5 5   1 2 9 5 . 6 6 8 2   1 2 9 5 . 6 2 5 8          3 3      0   G S Y V S I H S S G F R   ( N o  m a t c h )  
H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  1      4 9  -  5 8      1 2 4 3 . 7 8 5 5   1 2 4 2 . 7 7 8 2   1 2 4 2 . 7 3 3 6          3 6      0   D F L L K P E L L R   ( N o  m a t c h )  
    1 4 5  -  1 5 5     1 1 3 7 . 7 0 7 6   1 1 3 6 . 7 0 0 3   1 1 3 6 . 6 5 9 3        3 6      0   V A V F F G G L S I K   ( N o  m a t c h )  
    1 4 5  -  1 5 5     1 1 3 7 . 7 1 0 0   1 1 3 6 . 7 0 2 7   1 1 3 6 . 6 5 9 3        3 8      0   V A V F F G G L S I K   ( I o n s  s c o r e  7 6 ,  e - v a l u e  1 . 5 e - 0 . 5 )  
    2 0 1  -  2 0 8     1 0 3 5 . 5 3 8 9   1 0 3 4 . 5 3 1 6   1 0 3 4 . 4 8 8 9        4 1      0   M L E Q L D M R   ( N o  m a t c h )  
    2 1 0  -  2 1 6      9 0 6 . 5 1 2 8    9 0 5 . 5 0 5 5    9 0 5 . 4 6 0 6           5 0      0   D V Q E I F R   ( N o  m a t c h )  
    2 4 2  -  2 6 8     3 2 8 8 . 6 7 4 6   3 2 8 7 . 6 6 7 3   3 2 8 7 . 5 8 8 2        2 4      1   F M Q D P M E I F V D D E T K L T L H G L Q Q Y Y V K   ( N o  m a t c h )  
    2 5 7  -  2 6 8     1 4 6 2 . 8 5 0 0   1 4 6 1 . 8 4 2 7   1 4 6 1 . 7 9 7 9        3 1      0   L T L H G L Q Q Y Y V K   ( I o n s  s c o r e  5 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 2 )  
    2 5 7  -  2 6 8     1 4 6 2 . 8 5 0 1   1 4 6 1 . 8 4 2 8   1 4 6 1 . 7 9 7 9        3 1      0   L T L H G L Q Q Y Y V K   ( N o  m a t c h )  
    3 3 9  -  3 4 9     1 2 5 9 . 7 9 6 6   1 2 5 8 . 7 8 9 3   1 2 5 8 . 7 5 0 9        3 1      1   R I L V A T N L F G R   ( N o  m a t c h )  
    3 4 0  -  3 4 9     1 1 0 3 . 6 9 9 6   1 1 0 2 . 6 9 2 3   1 1 0 2 . 6 4 9 8        3 9      0   I L V A T N L F G R   ( N o  m a t c h )  
    3 4 0  -  3 4 9     1 1 0 3 . 7 0 0 0   1 1 0 2 . 6 9 2 7   1 1 0 2 . 6 4 9 8        3 9      0   I L V A T N L F G R   ( I o n s  s c o r e  4 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 3 9 )  
    3 5 6  -  3 7 4     2 3 0 0 . 0 7 8 9   2 2 9 9 . 0 7 1 6   2 2 9 9 . 0 2 1 5        2 2      0   V N I A F N Y D M P E D S D T Y L H R   ( N o  m a t c h )  
    3 5 6  -  3 7 4     2 3 0 0 . 0 8 0 0   2 2 9 9 . 0 7 2 7   2 2 9 9 . 0 2 1 5        2 2      0   V N I A F N Y D M P E D S D T Y L H R   ( I o n s  s c o r e  6 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 2 8 )  





S p o t  #  g i | 3 8 9 2 0 1 7             M a s s :  5 1 6 3 5     S c o r e :  3 7 9     E x p e c t :  2 . 3 e - 3 2   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 7  
5 1 5 6  C h a i n  A ,  R i b o n u c l e a s e  I n h i b i t o r - A n g i o g e n i n  C o m p l e x  
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 2 0 9 . 7 1     1 2 0 8 . 7 0     1 2 0 8 . 6 9     0 . 0 1    5 3  6 3  0  V N P A L A E L N L R  
   1 4 7 7 . 7 7     1 4 7 6 . 7 7     1 4 7 6 . 7 4     0 . 0 2    2 5 9  2 7 0  0  T L W I W E C G I T A K  
   1 5 1 3 . 8 0     1 5 1 2 . 7 9     1 5 1 2 . 7 7     0 . 0 2    3 5 9  3 7 2  0  E L C Q G L G Q P G S V L R  
   1 6 3 0 . 8 4     1 6 2 9 . 8 3     1 6 2 9 . 8 0     0 . 0 4    1 7 3  1 8 7  0  E L T V S N N D I N E A G V R  
   1 8 5 3 . 0 2     1 8 5 2 . 0 2     1 8 5 2 . 0 0     0 . 0 1    1 9  3 3  0  W A E L L P L L Q Q C Q V V R  
   1 9 8 8 . 0 2     1 9 8 7 . 0 2     1 9 8 6 . 9 9     0 . 0 3    2 8 3  3 0 1  1  E S L K E L S L A G N E L G D E G A R  
   2 0 0 9 . 0 2     2 0 0 8 . 0 1     2 0 0 7 . 9 9     0 . 0 3    2 3 8  2 5 6  0  L G D V G M A E L C P G L L H P S S R  
   2 0 8 7 . 1 4     2 0 8 6 . 1 4     2 0 8 6 . 1 2     0 . 0 2    3 4 1  3 5 8  1  F L L E L Q I S N N R L E D A G V R  
   2 2 6 7 . 1 1     2 2 6 6 . 1 0     2 2 6 6 . 0 9     0 . 0 1    8 9  1 0 9  0  L S L Q N C C L T G A G C G V L S S T L R  
   2 2 8 8 . 0 5     2 2 8 7 . 0 4     2 2 8 7 . 1 6     - 0 . 1 1    3 0 2  3 2 0  0  L L C E T L L E P G C Q L E S L W V K  
   2 2 9 0 . 0 1     2 2 8 9 . 0 0     2 2 8 8 . 9 7     0 . 0 3    3 2 1  3 4 0  0  S C S F T A A C C S H F S S V L A Q N R  
   2 3 1 7 . 1 9     2 3 1 6 . 1 9     2 3 1 6 . 1 7     0 . 0 2    1 6 7  1 8 7  1  A K P D F K E L T V S N N D I N E A G V R  
   2 3 6 7 . 1 7     2 3 6 6 . 1 7     2 3 6 6 . 1 6     0 . 0 0    1 4 6  1 6 6  0  L Q L E Y C S L S A A S C E P L A S V L R  
   2 3 9 8 . 1 8     2 3 9 7 . 1 7     2 3 9 7 . 1 4     0 . 0 3    6 4  8 5  0  S N E L G D V G V H C V L Q G L Q T P S C K  
   2 4 1 5 . 2 4     2 4 1 4 . 2 3     2 4 1 4 . 2 1     0 . 0 2    4 0 1  4 2 2  0  E L D L S N N C L G D A G I L Q L V E S V R  
   2 5 3 9 . 1 5     2 5 3 8 . 1 4     2 5 3 8 . 1 1     0 . 0 3    1 9 5  2 1 6  1  D S P C Q L E A L K L E S C G V T S D N C R  
   3 0 6 1 . 4 6     3 0 6 0 . 4 5     3 0 6 0 . 4 6     - 0 . 0 1    3 7 3  4 0 0  0  V L W L A D C D V S D S S C S S L A A T L L A N H S L R  
        N o  m a t c h  t o :  9 6 7 . 5 1 ,  9 6 9 . 5 0 ,  1 0 3 2 . 5 2 ,  1 0 5 4 . 6 4 ,  1 1 1 0 . 5 9 ,  1 1 2 5 . 6 2 ,  1 1 5 2 . 6 4 ,  1 1 9 6 . 5 9 ,  1 2 9 5 . 6 8 ,  1 4 2 7 . 7 5 ,  1 4 4 5 . 7 2 ,   
 1 5 3 9 . 9 3 ,  1 5 7 0 . 9 1 ,  1 6 4 8 . 8 5 ,  1 6 6 1 . 9 6 ,  1 7 1 0 . 8 9 ,  1 7 3 4 . 8 4 ,  1 8 2 4 . 9 6 ,  1 8 6 8 . 0 2 ,  1 9 3 2 . 8 7 ,  1 9 4 9 . 9 5 ,  1 9 7 3 . 0 8 ,  1 9 7 7 . 0 0 ,   
 1 9 8 2 . 9 6 ,  2 0 2 0 . 9 5 ,  2 1 3 4 . 0 1 ,  2 1 8 7 . 1 4 ,  2 5 1 8 . 2 3 ,  2 6 8 6 . 2 8 ,  2 9 1 3 . 3 3 ,  3 0 1 4 . 4 5 ,  3 3 3 7 . 5 4  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 4  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  2 2  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 2  
2 1 3
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
5 1 5 6      2 0  -  3 4      1 8 5 3 . 0 2 4 9   1 8 5 2 . 0 1 7 6   1 8 5 2 . 0 0 2 9           8      0     W A E L L P L L Q Q C Q V V R   ( N o  m a t c h )  
r i b o n u c l e a s e / a n g i o g e n i n  i n h i b i t o r      2 0  -  3 4      1 8 5 3 . 0 4 0 0   1 8 5 2 . 0 3 2 7   1 8 5 2 . 0 0 2 9          1 6      0     W A E L L P L L Q Q C Q V V R   ( I o n s  s c o r e  5 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 2 3 )  
     5 4  -  6 4      1 2 0 9 . 7 0 8 1   1 2 0 8 . 7 0 0 8   1 2 0 8 . 6 8 7 7          1 1      0    V N P A L A E L N L R   ( N o  m a t c h )  
     5 4  -  6 4      1 2 0 9 . 7 3 0 0   1 2 0 8 . 7 2 2 7   1 2 0 8 . 6 8 7 7          2 9      0    V N P A L A E L N L R   ( I o n s  s c o r e  7 4 ,  e - v a l u e  3 . 2 e - 0 . 5 )  
     6 5  -  8 6      2 3 9 8 . 1 8 0 9   2 3 9 7 . 1 7 3 6   2 3 9 7 . 1 4 1 6          1 3      0     S N E L G D V G V H C V L Q G L Q T P S C K   ( N o  m a t c h )  
     9 0  -  1 1 0     2 2 6 7 . 1 0 5 7   2 2 6 6 . 0 9 8 4   2 2 6 6 . 0 8 6 7          5       0     L S L Q N C C L T G A G C G V L S S T L R   ( N o  m a t c h )  
    1 4 7  -  1 6 7     2 3 6 7 . 1 7 2 4   2 3 6 6 . 1 6 5 1   2 3 6 6 . 1 6 0 9         2      0      L Q L E Y C S L S A A S C E P L A S V L R   ( N o  m a t c h )  
    1 6 8  -  1 8 8     2 3 1 7 . 1 9 3 2   2 3 1 6 . 1 8 5 9   2 3 1 6 . 1 7 0 9         6      1      A K P D F K E L T V S N N D I N E A G V R   ( N o  m a t c h )  
    1 7 4  -  1 8 8     1 6 3 0 . 8 3 8 5   1 6 2 9 . 8 3 1 2   1 6 2 9 . 7 9 5 7        2 2     0      E L T V S N N D I N E A G V R   ( N o  m a t c h )  
    1 9 6  -  2 1 7     2 5 3 9 . 1 4 8 6   2 5 3 8 . 1 4 1 3   2 5 3 8 . 1 1 4 8        1 0     1     D S P C Q L E A L K L E S C G V T S D N C R   ( N o  m a t c h )  
    2 3 9  -  2 5 7     2 0 0 9 . 0 2 2 1   2 0 0 8 . 0 1 4 8   2 0 0 7 . 9 8 7 0        1 4     0     L G D V G M A E L C P G L L H P S S R   ( N o  m a t c h )  
    2 6 0  -  2 7 1     1 4 7 7 . 7 7 2 6   1 4 7 6 . 7 6 5 3   1 4 7 6 . 7 4 3 5        1 5     0     T L W I W E C G I T A K   ( N o  m a t c h )  
    2 8 4  -  3 0 2     1 9 8 8 . 0 2 3 9   1 9 8 7 . 0 1 6 6   1 9 8 6 . 9 8 5 7        1 6     1     E S L K E L S L A G N E L G D E G A R   ( N o  m a t c h )  
    3 0 3  -  3 2 1     2 2 8 8 . 0 5 1 8   2 2 8 7 . 0 4 4 5   2 2 8 7 . 1 5 9 2       - 5 0     0     L L C E T L L E P G C Q L E S L W V K   ( N o  m a t c h )  
    3 2 2  -  3 4 1     2 2 9 0 . 0 0 9 7   2 2 8 9 . 0 0 2 4   2 2 8 8 . 9 7 2 5        1 3     0    S C S F T A A C C S H F S S V L A Q N R   ( N o  m a t c h )  
    3 4 2  -  3 5 9     2 0 8 7 . 1 4 2 3   2 0 8 6 . 1 3 5 0   2 0 8 6 . 1 1 7 0         9      1     F L L E L Q I S N N R L E D A G V R   ( N o  m a t c h )  
    3 6 0  -  3 7 3     1 5 1 3 . 8 0 0 1   1 5 1 2 . 7 9 2 8   1 5 1 2 . 7 7 1 8        1 4     0    E L C Q G L G Q P G S V L R   ( N o  m a t c h )  
    3 6 0  -  3 7 3     1 5 1 3 . 8 2 0 0   1 5 1 2 . 8 1 2 7   1 5 1 2 . 7 7 1 8        2 7     0     E L C Q G L G Q P G S V L R   ( I o n s  s c o r e  5 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 4 1 )  
    3 7 4  -  4 0 1     3 0 6 1 . 4 5 7 3   3 0 6 0 . 4 5 0 0   3 0 6 0 . 4 6 4 4        - 5     0     V L W L A D C D V S D S S C S S L A A T L L A N H S L R   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  g i | 1 0 8 5 3 7 3             M a s s :  5 7 0 4 3     S c o r e :  1 5 1     E x p e c t :  1 . 5 e - 0 9   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 4  
5 1 8 7 b  p r o t e i n  d i s u l f i d e - i s o m e r a s e  ( E C  5 . 3 . 4 . 1 )  E R 6 0  p r e c u r s o r  -  h u m a n  
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   8 7 7 . 5 0     8 7 6 . 4 9     8 7 6 . 4 8     0 . 0 1    2 9 7  3 0 4  0  L N F A V A S R  
   9 3 8 . 6 5     9 3 7 . 6 4     9 3 7 . 6 3     0 . 0 1    7 4  8 2  1  L K G I V P L A K  
   1 0 8 4 . 5 8     1 0 8 3 . 5 7     1 0 8 3 . 5 6     0 . 0 1    9 5  1 0 4  0  Y G V S G Y P T L K  
   1 1 7 2 . 5 5     1 1 7 1 . 5 5     1 1 7 1 . 5 3     0 . 0 1    3 3 6  3 4 4  0  F V M Q E E F S R  
   1 3 4 1 . 7 0     1 3 4 0 . 6 9     1 3 4 0 . 6 8     0 . 0 2    4 4 9  4 6 0  0  G F P T I Y F S P A N K  
   1 3 7 0 . 7 1     1 3 6 9 . 7 1     1 3 6 9 . 6 9     0 . 0 2    4 7 2  4 8 2  0  E L S D F I S Y L Q R  
   1 4 2 7 . 7 5     1 4 2 6 . 7 5     1 4 2 6 . 7 0     0 . 0 5    2 1 5  2 2 6  1  F E D K T V A Y T E P K  
   1 4 6 9 . 7 9     1 4 6 8 . 7 9     1 4 6 8 . 7 7     0 . 0 1    4 4 9  4 6 1  1  G F P T I Y F S P A N K K  
   1 5 1 5 . 7 8     1 5 1 4 . 7 7     1 5 1 4 . 7 5     0 . 0 2    3 5 2  3 6 3  1  F L Q D Y F D G N L K R  
   1 6 1 9 . 8 1     1 6 1 8 . 8 1     1 6 1 8 . 7 8     0 . 0 3    2 5 9  2 7 1  0  D L L I A Y Y D V D Y E K  
   1 6 4 5 . 9 0     1 6 4 4 . 8 9     1 6 4 4 . 8 7     0 . 0 2    2 9 0  3 0 4  1  F L D A G H K L N F A V A S R  
   1 6 6 4 . 7 8     1 6 6 3 . 7 7     1 6 6 3 . 7 5     0 . 0 2    4 3 4  4 4 8  0  M D A T A N D V P S P Y E V R  
   2 5 7 5 . 2 9     2 5 7 4 . 2 8     2 5 7 4 . 3 0     - 0 . 0 2    3 0 6  3 2 9  0  T F S H E L S D F G L E S T A G E I P V V A I R  
   2 9 3 8 . 3 6     2 9 3 7 . 3 5     2 9 3 7 . 3 7     - 0 . 0 2    1 4 8  1 7 3  1  F I S D K D A S I V G F F D D S F S E A H S E F L K  
        N o  m a t c h  t o :  8 1 1 . 5 5 ,  9 1 4 . 4 8 ,  9 5 1 . 5 0 ,  1 0 5 4 . 6 4 ,  1 1 1 2 . 6 4 ,  1 1 3 6 . 6 2 ,  1 1 4 2 . 6 0 ,  1 1 4 7 . 6 4 ,  1 1 5 0 . 7 7 ,  1 1 5 7 . 5 8 ,  1 2 1 4 . 6 9 ,   
 1 2 2 0 . 7 1 ,  1 2 2 0 . 7 3 ,  1 2 3 1 . 6 1 ,  1 2 3 6 . 7 0 ,  1 2 4 2 . 6 9 ,  1 2 4 9 . 6 1 ,  1 2 5 2 . 6 9 ,  1 2 6 7 . 7 0 ,  1 2 7 3 . 6 9 ,  1 2 9 2 . 7 3 ,  1 3 0 8 . 6 8 ,  1 3 2 9 . 7 2 ,   
 1 3 5 8 . 7 3 ,  1 3 7 6 . 8 1 ,  1 4 1 7 . 7 8 ,  1 4 3 7 . 7 7 ,  1 4 4 1 . 7 6 ,  1 4 5 8 . 7 6 ,  1 4 7 9 . 8 0 ,  1 5 2 4 . 7 5 ,  1 5 6 2 . 8 4 ,  1 5 8 6 . 8 2 ,  1 5 9 3 . 8 5 ,  1 5 9 6 . 9 2 ,   
 1 6 1 0 . 8 6 ,  1 6 5 9 . 8 7 ,  1 6 7 5 . 8 7 ,  1 6 8 5 . 9 0 ,  1 6 9 0 . 9 4 ,  1 7 2 9 . 9 5 ,  1 7 7 4 . 0 0 ,  1 7 8 2 . 9 9 ,  1 8 7 0 . 0 0 ,  1 8 8 7 . 0 2 ,  1 9 7 6 . 0 2 ,  1 9 9 8 . 0 2 ,  
  2 0 0 1 . 1 0 ,  2 0 1 3 . 0 5 ,  2 0 5 3 . 1 7 ,  2 0 5 6 . 1 4 ,  2 0 6 1 . 0 7 ,  2 1 0 5 . 0 0 ,  2 1 3 1 . 1 2 ,  2 1 6 8 . 1 2 ,  2 1 8 1 . 1 7 ,  2 2 2 7 . 1 3 ,  2 2 3 5 . 2 2 ,  2 4 0 9 . 1 6 ,   
 2 4 8 7 . 2 2 ,  2 9 8 6 . 4 4  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  7 9  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 8  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  6 1  
2 1 5
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
5 1 8 7 b      7 4  -  8 2       9 3 8 . 6 5 0 2    9 3 7 . 6 4 2 9    9 3 7 . 6 3 2 4          1 1       1   L K G I V P L A K   ( N o  m a t c h )  
E R - 6 0  p r o t e i n      9 5  -  1 0 4     1 0 8 4 . 5 8 0 3   1 0 8 3 . 5 7 3 0   1 0 8 3 . 5 6 0 0       1 2      0   Y G V S G Y P T L K   ( N o  m a t c h )  
    1 4 8  -  1 7 3     2 9 3 8 . 3 5 5 4   2 9 3 7 . 3 4 8 1   2 9 3 7 . 3 7 0 8      - 8       1   F I S D K D A S I V G F F D D S F S E A H S E F L K   ( N o  m a t c h )  
    2 1 5  -  2 2 6     1 4 5 8 . 7 5 9 2   1 4 5 7 . 7 5 1 9   1 4 5 7 . 7 0 3 8      3 3      1   F E D K T V A Y T E Q K   ( N o  m a t c h )  
    2 5 9  -  2 7 1     1 6 1 9 . 8 1 3 3   1 6 1 8 . 8 0 6 0   1 6 1 8 . 7 7 6 6      1 8      0   D L L I A Y Y D V D Y E K   ( N o  m a t c h )  
    2 9 0  -  3 0 4     1 6 4 5 . 8 9 8 6   1 6 4 4 . 8 9 1 3   1 6 4 4 . 8 7 3 5      1 1      1   F L D A G H K L N F A V A S R   ( N o  m a t c h )  
    2 9 7  -  3 0 4      8 7 7 . 4 9 6 0    8 7 6 . 4 8 8 7    8 7 6 . 4 8 1 7           8      0   L N F A V A S R   ( N o  m a t c h )  
    3 0 6  -  3 2 9     2 5 7 5 . 2 8 6 2   2 5 7 4 . 2 7 8 9   2 5 7 4 . 2 9 6 5       - 7      0   T F S H E L S D F G L E S T A G E I P V V A I R   ( N o  m a t c h )  
    3 3 6  -  3 4 4     1 1 7 2 . 5 5 4 9   1 1 7 1 . 5 4 7 6   1 1 7 1 . 5 3 3 1       1 2     0   F V M Q E E F S R   ( N o  m a t c h )  
    3 5 2  -  3 6 3     1 5 1 5 . 7 8 1 6   1 5 1 4 . 7 7 4 3   1 5 1 4 . 7 5 1 7       1 5     1   F L Q D Y F D G N L K R   ( N o  m a t c h )  
    3 5 2  -  3 6 3     1 5 1 5 . 8 0 0 0   1 5 1 4 . 7 9 2 7   1 5 1 4 . 7 5 1 7       2 7     1   F L Q D Y F D G N L K R   ( I o n s  s c o r e  4 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 3 8 )  
    4 3 4  -  4 4 8     1 6 6 4 . 7 7 8 5   1 6 6 3 . 7 7 1 2   1 6 6 3 . 7 5 1 1       1 2     0   M D A T A N D V P S P Y E V R   ( N o  m a t c h )  
    4 4 9  -  4 6 0     1 3 4 1 . 7 0 0 0   1 3 4 0 . 6 9 2 7   1 3 4 0 . 6 7 6 4       1 2     0   G F P T I Y F S P A N K   ( N o  m a t c h )  
    4 4 9  -  4 6 1     1 4 6 9 . 7 9 3 2   1 4 6 8 . 7 8 5 9   1 4 6 8 . 7 7 1 4       1 0     1   G F P T I Y F S P A N K K   ( N o  m a t c h )  








S p o t  #  g i | 5 2 2 1 9 3              M a s s :  5 6 7 9 2     S c o r e :  3 2 7     E x p e c t :  3 . 7 e - 2 7   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  2 3  
5 1 8 7 c  v a c u o l a r  H + - A T P a s e  5 6 , 0 0 0  s u b u n i t      
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   8 7 3 . 4 7     8 7 2 . 4 6     8 7 2 . 4 7     - 0 . 0 1    3 0  3 7  0  E Q A L A V S R  
   8 7 7 . 4 7     8 7 6 . 4 6     8 7 6 . 4 5     0 . 0 1    3 8  4 4  0  N Y L S Q P R  
   1 4 2 6 . 7 0     1 4 2 5 . 6 9     1 4 2 5 . 6 9     - 0 . 0 0    1 0 9  1 2 0  1  K T S C E F T G D I L R  
   1 4 3 7 . 7 5     1 4 3 6 . 7 4     1 4 3 6 . 7 3     0 . 0 1    4 9 5  5 0 6  0  I P Q S T L S E F Y P R  
   1 5 2 0 . 8 1     1 5 1 9 . 8 0     1 5 1 9 . 7 9     0 . 0 1    9 4  1 0 8  0  A V V Q V F E G T S G I D A K  
   1 5 9 3 . 8 5     1 5 9 2 . 8 4     1 5 9 2 . 8 3     0 . 0 1    4 9 4  5 0 6  1  R I P Q S T L S E F Y P R  
   1 5 9 6 . 9 1     1 5 9 5 . 9 0     1 5 9 5 . 9 0     - 0 . 0 0    3 8 7  4 0 0  0  Q I Y P P I N V L P S L S R  
   1 6 4 7 . 9 5     1 6 4 6 . 9 4     1 6 4 6 . 9 4     0 . 0 0    4 9  6 4  0  T V S G V N G P L V I L D H V K  
   1 6 9 0 . 9 2     1 6 8 9 . 9 1     1 6 8 9 . 9 1     0 . 0 1    4 7 2  4 8 5  0  T V F E T L D I G W Q L L R  
   1 7 1 2 . 9 4     1 7 1 1 . 9 3     1 7 1 1 . 9 3     0 . 0 0    6 8  8 2  1  Y A E I V H L T L P D G T K R  
   1 7 5 7 . 8 8     1 7 5 6 . 8 8     1 7 5 6 . 8 7     0 . 0 1    2 7 7  2 9 1  0  L A L T T A E F L A Y Q C E K  
   1 8 9 6 . 8 9     1 8 9 5 . 8 8     1 8 9 5 . 8 8     0 . 0 0    3 2 2  3 3 7  0  G F P G Y M Y T D L A T I Y E R  
   1 9 1 8 . 0 2     1 9 1 7 . 0 1     1 9 1 7 . 0 0     0 . 0 1    2 9 2  3 0 8  0  H V L V I L T D M S S Y A E A L R  
   1 9 2 4 . 9 0     1 9 2 3 . 8 9     1 9 2 3 . 8 8     0 . 0 2    4 1 4  4 3 0  0  D H A D V S N Q L Y A C Y A I G K  
   2 0 0 0 . 0 9     1 9 9 9 . 0 9     1 9 9 9 . 0 8     0 . 0 0    8  2 9  0  G I V N G A A P E L P V P T G G P A V G A R  
   2 0 5 2 . 9 9     2 0 5 1 . 9 8     2 0 5 1 . 9 8     0 . 0 1    3 2 1  3 3 7  1  R G F P G Y M Y T D L A T I Y E R  
   2 1 7 8 . 1 3     2 1 7 7 . 1 3     2 1 7 7 . 1 4     - 0 . 0 1    1 8 9  2 0 8  0  I P I F S A A G L P H N E I A A Q I C R  
   2 4 0 9 . 1 5     2 4 0 8 . 1 5     2 4 0 8 . 1 7     - 0 . 0 2    1 6 4  1 8 5  0  I Y P E E M I Q T G I S A I D G M N S I A R  
   2 4 6 9 . 2 0     2 4 6 8 . 1 9     2 4 6 8 . 2 2     - 0 . 0 3    1 4 2  1 6 3  0  G P V V L A E D F L D I M G Q P I N P Q C R  
   2 4 9 1 . 3 0     2 4 9 0 . 2 9     2 4 9 0 . 3 2     - 0 . 0 3    1 8 6  2 0 8  1  G Q K I P I F S A A G L P H N E I A A Q I C R  
   2 7 8 5 . 3 7     2 7 8 4 . 3 7     2 7 8 4 . 4 2     - 0 . 0 6    4 3 7  4 6 0  1  A V V G E E A L T S D D L L Y L E F L Q K F E R  
   2 9 9 3 . 3 1     2 9 9 2 . 3 0     2 9 9 2 . 3 9     - 0 . 0 9    2 1 6  2 4 2  1  S K D V V D Y S E E N F A I V F A A M G V N M E T A R  
   3 0 0 0 . 3 0     2 9 9 9 . 2 9     2 9 9 9 . 3 3     - 0 . 0 4    2 4 6  2 7 1  0  S D F E E N G S M D N V C L F L N L A N D P T I E R  
        N o  m a t c h  t o :  9 1 4 . 4 6 ,  1 0 9 3 . 5 8 ,  1 1 1 2 . 6 1 ,  1 1 2 0 . 6 2 ,  1 1 2 5 . 6 2 ,  1 1 3 6 . 6 1 ,  1 1 5 7 . 5 7 ,  1 1 9 4 . 7 1 ,  1 2 2 0 . 7 0 ,  1 2 4 9 . 5 8 ,  1 2 6 7 . 7 0 ,  1 3 4 8 . 7 1 ,   
 1 3 7 0 . 7 0 ,  1 3 8 4 . 7 6 ,  1 4 4 3 . 6 9 ,  1 4 5 9 . 7 0 ,  1 5 1 5 . 7 5 ,  1 5 6 2 . 8 2 ,  1 5 7 9 . 8 9 ,  1 5 8 6 . 7 7 ,  1 6 3 8 . 8 7 ,  1 6 6 4 . 8 6 ,  1 7 0 1 . 9 1 ,  1 7 9 8 . 9 7 ,  1 8 3 2 . 8 7 ,   
 1 9 7 6 . 0 0 ,  2 0 0 1 . 1 0 ,  2 0 4 3 . 1 2 ,  2 1 3 1 . 1 1 ,  2 2 2 7 . 1 0 ,  2 4 8 7 . 1 8 ,  2 5 4 1 . 1 7 ,  2 6 4 1 . 3 2 ,  2 8 5 3 . 3 5 ,  2 9 0 2 . 3 8 ,  3 0 1 7 . 2 9 ,  3 1 0 1 . 2 9 ,  3 2 2 8 . 4 2 ,  3 4 9 9 . 6 8  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  7 0  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  3 1  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 9  
2 1 9
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
5 1 8 7 c       8  -  2 9      2 0 0 0 . 0 9 2 4   1 9 9 9 . 0 8 5 1   1 9 9 9 . 0 8 4 9           0       0   G I V N G A A P E L P V P T G G P A V G A R   ( N o  m a t c h )  
v a c u o l a r  H + - A T P a s e      3 0  -  3 7       8 7 3 . 4 6 9 1    8 7 2 . 4 6 1 8    8 7 2 . 4 7 1 5           - 1 1      0   E Q A L A V S R   ( N o  m a t c h )  
     3 8  -  4 4       8 7 7 . 4 6 5 4    8 7 6 . 4 5 8 1    8 7 6 . 4 4 5 3            1 5      0   N Y L S Q P R   ( N o  m a t c h )  
     4 9  -  6 4      1 6 4 7 . 9 4 6 3   1 6 4 6 . 9 3 9 0   1 6 4 6 . 9 3 5 5           2      0   T V S G V N G P L V I L D H V K   ( N o  m a t c h )  
     6 8  -  8 2      1 7 1 2 . 9 3 5 3   1 7 1 1 . 9 2 8 0   1 7 1 1 . 9 2 5 7           1      1   Y A E I V H L T L P D G T K R   ( N o  m a t c h )  
     9 4  -  1 0 8     1 5 2 0 . 8 0 6 8   1 5 1 9 . 7 9 9 5   1 5 1 9 . 7 8 8 1          7      0   A V V Q V F E G T S G I D A K   ( N o  m a t c h )  
    1 0 9  -  1 2 0     1 4 2 6 . 6 9 7 7   1 4 2 5 . 6 9 0 4   1 4 2 5 . 6 9 2 2        - 1      1   K T S C E F T G D I L R   ( N o  m a t c h )  
    1 4 2  -  1 6 3     2 4 6 9 . 1 9 9 4   2 4 6 8 . 1 9 2 1   2 4 6 8 . 2 1 9 1       - 1 1     0   G P V V L A E D F L D I M G Q P I N P Q C R   ( N o  m a t c h )  
    1 6 4  -  1 8 5     2 4 0 9 . 1 5 4 5   2 4 0 8 . 1 4 7 2   2 4 0 8 . 1 7 1 5       - 1 0     0   I Y P E E M I Q T G I S A I D G M N S I A R   ( N o  m a t c h )  
    1 8 6  -  2 0 8     2 4 9 1 . 2 9 7 2   2 4 9 0 . 2 8 9 9   2 4 9 0 . 3 1 6 5       - 1 1     1   G Q K I P I F S A A G L P H N E I A A Q I C R   ( N o  m a t c h )  
    1 8 9  -  2 0 8     2 1 7 8 . 1 3 4 0   2 1 7 7 . 1 2 6 7   2 1 7 7 . 1 4 1 5        - 7      0   I P I F S A A G L P H N E I A A Q I C R   ( N o  m a t c h )  
    2 1 6  -  2 4 2     2 9 9 3 . 3 0 9 1   2 9 9 2 . 3 0 1 8   2 9 9 2 . 3 9 4 5       - 3 1     1   S K D V V D Y S E E N F A I V F A A M G V N M E T A R   ( N o  m a t c h )  
    2 4 6  -  2 7 1     3 0 0 0 . 2 9 8 7   2 9 9 9 . 2 9 1 4   2 9 9 9 . 3 2 7 6       - 1 2     0   S D F E E N G S M D N V C L F L N L A N D P T I E R   ( N o  m a t c h )  
    2 7 7  -  2 9 1     1 7 5 7 . 8 8 3 1   1 7 5 6 . 8 7 5 8   1 7 5 6 . 8 7 0 5         3      0   L A L T T A E F L A Y Q C E K   ( N o  m a t c h )  
    2 9 2  -  3 0 8     1 9 1 8 . 0 1 5 5   1 9 1 7 . 0 0 8 2   1 9 1 7 . 0 0 2 9         3      0   H V L V I L T D M S S Y A E A L R   ( N o  m a t c h )  
    3 2 1  -  3 3 7     2 0 5 2 . 9 9 0 9   2 0 5 1 . 9 8 3 6   2 0 5 1 . 9 7 7 4         3      1   R G F P G Y M Y T D L A T I Y E R   ( N o  m a t c h )  
    3 2 2  -  3 3 7     1 8 9 6 . 8 8 5 1   1 8 9 5 . 8 7 7 8   1 8 9 5 . 8 7 6 3         1      0   G F P G Y M Y T D L A T I Y E R   ( N o  m a t c h )  
    3 8 7  -  4 0 0     1 5 9 6 . 9 0 7 3   1 5 9 5 . 9 0 0 0   1 5 9 5 . 9 0 3 5        - 2      0   Q I Y P P I N V L P S L S R   ( N o  m a t c h )  
    3 8 7  -  4 0 0     1 5 9 6 . 9 3 0 0   1 5 9 5 . 9 2 2 7   1 5 9 5 . 9 0 3 5        1 2      0   Q I Y P P I N V L P S L S R   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 9 7 )  
    4 1 4  -  4 3 0     1 9 2 4 . 9 0 2 0   1 9 2 3 . 8 9 4 7   1 9 2 3 . 8 7 8 4         8       0   D H A D V S N Q L Y A C Y A I G K   ( N o  m a t c h )  
    4 3 7  -  4 6 0     2 7 8 5 . 3 7 2 8   2 7 8 4 . 3 6 5 5   2 7 8 4 . 4 2 2 1       - 2 0     1   A V V G E E A L T S D D L L Y L E F L Q K F E R   ( N o  m a t c h )  
    4 7 2  -  4 8 5     1 6 9 0 . 9 2 1 4   1 6 8 9 . 9 1 4 1   1 6 8 9 . 9 0 9 0         3      0   T V F E T L D I G W Q L L R   ( N o  m a t c h )  
    4 9 4  -  5 0 6     1 5 9 3 . 8 5 1 5   1 5 9 2 . 8 4 4 2   1 5 9 2 . 8 3 1 0          8     1   R I P Q S T L S E F Y P R   ( N o  m a t c h )  
    4 9 5  -  5 0 6     1 4 3 7 . 7 4 9 8   1 4 3 6 . 7 4 2 5   1 4 3 6 . 7 2 9 9         9      0   I P Q S T L S E F Y P R   ( N o  m a t c h )  





S p o t  #  g i | 6 1 3 7 6 7 7             M a s s :  5 4 3 9 4     S c o r e :  1 4 8     E x p e c t :  2 . 9 e - 0 9   Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 3  
5 1 9 4  A l d e h y d e  D e h y d r o g e n a s e   
        O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    S t a r t    E n d    M i s s    P e p t i d e  
   1 1 3 2 . 5 9     1 1 3 1 . 5 8     1 1 3 1 . 5 8     - 0 . 0 0    6 2  7 1  0  A A F Q L G S P W R  
   1 1 7 7 . 6 5     1 1 7 6 . 6 5     1 1 7 6 . 6 5     - 0 . 0 0    4 0 4  4 1 3  1  F K T I E E V V G R  
   1 2 0 5 . 6 5     1 2 0 4 . 6 4     1 2 0 4 . 6 2     0 . 0 2    3 2 2  3 3 2  1  S R V V G N P F D S K  
   1 3 4 2 . 7 9     1 3 4 1 . 7 8     1 3 4 1 . 7 7     0 . 0 1    2 4 6  2 5 8  1  V I Q V A A G S S N L K R  
   1 3 6 9 . 7 9     1 3 6 8 . 7 8     1 3 6 8 . 7 8     0 . 0 0    1 7 3  1 8 6  0  L G P A L A T G N V V V M K  
   1 4 0 3 . 7 6     1 4 0 2 . 7 5     1 4 0 2 . 7 5     0 . 0 0    3 9 2  4 0 3  0  E E I F G P V M Q I L K  
   1 4 5 8 . 6 9     1 4 5 7 . 6 8     1 4 5 7 . 6 7     0 . 0 1    1 2 5  1 3 6  1  Y Y A G W A D K Y H G K  
   1 5 2 7 . 7 9     1 5 2 6 . 7 8     1 5 2 6 . 7 7     0 . 0 1    4 1 4  4 2 8  0  A N N S T Y G L A A A V F T K  
   1 5 3 1 . 7 5     1 5 3 0 . 7 4     1 5 3 0 . 7 4     0 . 0 1    1 3 7  1 4 9  0  T I P I D G D F F S Y T R  
   1 5 9 9 . 7 8     1 5 9 8 . 7 8     1 5 9 8 . 7 8     - 0 . 0 1    4 7 0  4 8 3  0  E L G E Y G L Q A Y T E V K  
   1 7 8 9 . 8 3     1 7 8 8 . 8 3     1 7 8 8 . 8 2     0 . 0 1    3 0 2  3 1 5  0  T F V Q E D I Y D E F V E R  
   1 8 4 4 . 0 5     1 8 4 3 . 0 4     1 8 4 3 . 0 5     - 0 . 0 1    1 8 7  2 0 3  0  V A E Q T P L T A L Y V A N L I K  
   2 4 5 0 . 1 7     2 4 4 9 . 1 6     2 4 4 9 . 1 8     - 0 . 0 1    3 2 4  3 4 5  1  V V G N P F D S K T E Q G P Q V D E T Q F K  
        N o  m a t c h  t o :  8 8 1 . 2 7 ,  9 7 9 . 5 6 ,  1 1 4 8 . 6 0 ,  1 1 9 4 . 7 0 ,  1 2 5 1 . 7 1 ,  1 2 6 7 . 7 1 ,  1 2 6 7 . 7 4 ,  1 2 6 7 . 7 4 ,  1 3 1 9 . 7 2 ,  1 3 8 4 . 7 3 ,  
 
 1 4 2 7 . 7 3 ,  1 5 0 4 . 7 1 ,  1 5 0 7 . 6 9 ,  1 6 4 8 . 8 2 ,  1 7 2 6 . 8 7 ,  1 7 5 9 . 9 5 ,  1 8 0 1 . 0 4 ,  1 8 7 7 . 9 6 ,  1 9 5 1 . 9 6 ,  1 9 5 8 . 9 8 ,  1 9 8 0 . 0 8 ,   
 1 9 9 6 . 9 7 ,  2 0 2 8 . 9 4 ,  2 0 4 4 . 9 4 ,  2 0 5 6 . 1 2 ,  2 0 9 7 . 8 8 ,  2 1 3 1 . 1 2 ,  2 1 8 6 . 1 6 ,  2 2 0 2 . 1 5 ,  2 2 3 5 . 2 2 ,  2 3 3 2 . 1 3 ,  2 4 8 7 . 2 4 ,  
  2 5 6 4 . 2 7 ,  2 5 7 8 . 2 6 ,  2 8 5 3 . 4 1 ,  2 9 0 5 . 4 3 ,  2 9 6 3 . 4 2  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  s e a r c h e d :  5 2  
N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  m a t c h e d :  1 5  N u m b e r  o f  m a s s  v a l u e s  n o  m a t c h e d :  3 7  
2 2 1
  
C o m b i n a t i o n  o f  p e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  a n d  p e p t i d e s  f r o m  M A L D I - M S  ( “ N o  m a t c h e d ” )  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
5 1 9 4      6 2  -  7 1      1 1 3 2 . 5 8 8 5   1 1 3 1 . 5 8 1 2   1 1 3 1 . 5 8 2 5          - 1      0   A A F Q L G S P W R   ( N o  m a t c h )  
M i t o c h o n d r i a l  A l d e h y d e  D e h y d r o g e n a s e     1 2 5  -  1 3 6     1 4 5 8 . 6 9 0 3   1 4 5 7 . 6 8 3 0   1 4 5 7 . 6 7 2 7           7      1   Y Y A G W A D K Y H G K   ( N o  m a t c h )  
    1 3 7  -  1 4 9     1 5 3 1 . 7 5 0 2   1 5 3 0 . 7 4 2 9   1 5 3 0 . 7 3 5 4           5      0   T I P I D G D F F S Y T R   ( N o  m a t c h )  
    1 3 7  -  1 4 9     1 5 3 1 . 7 7 0 0   1 5 3 0 . 7 6 2 7   1 5 3 0 . 7 3 5 4          1 8      0   T I P I D G D F F S Y T R   ( I o n s  s c o r e  4 3 ,  e - v a l u e  0 . 1 )  
    1 7 3  -  1 8 6     1 3 6 9 . 7 8 9 9   1 3 6 8 . 7 8 2 6   1 3 6 8 . 7 7 9 8           2      0   L G P A L A T G N V V V M K   ( N o  m a t c h )  
    1 8 7  -  2 0 3     1 8 4 4 . 0 4 5 9   1 8 4 3 . 0 3 8 6   1 8 4 3 . 0 4 5 4          - 4      0   V A E Q T P L T A L Y V A N L I K   ( N o  m a t c h )  
    2 4 6  -  2 5 8     1 3 4 2 . 7 9 1 5   1 3 4 1 . 7 8 4 2   1 3 4 1 . 7 7 2 8           9      1   V I Q V A A G S S N L K R   ( N o  m a t c h )  
    3 0 2  -  3 1 5     1 7 8 9 . 8 3 3 4   1 7 8 8 . 8 2 6 1   1 7 8 8 . 8 2 0 6           3      0   T F V Q E D I Y D E F V E R   ( N o  m a t c h )  
    3 2 2  -  3 3 2     1 2 0 5 . 6 5 0 1   1 2 0 4 . 6 4 2 8   1 2 0 4 . 6 2 0 0          1 9      1   S R V V G N P F D S K   ( N o  m a t c h )  
    3 2 4  -  3 4 5     2 4 5 0 . 1 6 9 4   2 4 4 9 . 1 6 2 1   2 4 4 9 . 1 7 6 0          - 6      1   V V G N P F D S K T E Q G P Q V D E T Q F K   ( N o  m a t c h )  
    3 9 2  -  4 0 3     1 4 0 3 . 7 6 1 4   1 4 0 2 . 7 5 4 1   1 4 0 2 . 7 5 3 0           1      0   E E I F G P V M Q I L K   ( N o  m a t c h )  
    4 0 4  -  4 1 3     1 1 7 7 . 6 5 2 6   1 1 7 6 . 6 4 5 3   1 1 7 6 . 6 5 0 2          - 4      1   F K T I E E V V G R   ( N o  m a t c h )  
    4 1 4  -  4 2 8     1 5 2 7 . 7 9 1 4   1 5 2 6 . 7 8 4 1   1 5 2 6 . 7 7 2 8           7      0   A N N S T Y G L A A A V F T K   ( N o  m a t c h )  








T a b l e  S . 3 :  L i s t  o f  p r o t e i n s  i d e n t i f i e d  w i t h  t h e  M A L D I - M S  d a t a  o r  w i t h  t h e  M A L D I - M S  d a t a  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  M A L D I - M S / M S  d a t a  i n  t h e  




- i n d u c e d  s e n e s c e n t - l i k e  p h e n o t y p e  o r  a f t e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  T G F - ß 1 .  S p o t  n u m b e r  ( s p o t  
# )  a n d  d a t a  o b t a i n e d  b y  M a s c o t  d a t a b a s e  a r e  g i v e n .  O n l y  t h e  c o n f i r m i n g  d a t a  t h a t  h a d  a  s c o r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a r e  l i s t e d .  N u m b e r  o f  m a s s  
v a l u e s  s e a r c h e d ,  m a t c h e d  o r  n o  m a t c h e d  i n  M a s c o t  i s  g i v e n .  A  M A L D I - T O F  m a s s  s p e c t r u m  a n n o t a t e d  w i t h  p e p t i d e s  w a s  i n c l u d e d  f o r  p r o t e i n  
i d e n t i f i c a t i o n  p e r f o r m e d  o n l y  w i t h  M A L D I - M S  d a t a .  S e q u e n c e s  o f  p e p t i d e s  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  M A L D I - M S / M S  ( i n  g r e y )  i n  
c o m b i n a t i o n  w i t h  M A L D I - M S  ( “ n o  m a t c h ” )  w e r e  a l s o  g i v e n .  I n  t h i s  c a s e ,  w h e n  o n l y  o n e  p e p t i d e  w a s  u s e d  f o r  i d e n t i f i c a t i o n ,  t h e  M S / M S  m a s s  
s p e c t r u m  f r o m  M a s c o t  s e a r c h  w a s  i n c l u d e d .  A :  I n c r e a s e s  i n  s p o t  i n t e n s i t y  i n  t r e a t e d  c e l l s .  B :  D e c r e a s e s  i n  s p o t  i n t e n s i t y  i n  t r e a t e d  c e l l s .  
2 2 5
  
T a b l e  S . 4 :  R e s u l t s  f r o m  L C - M S / M S  
A :  I n c r e a s e d  i n t e n s i t y  
S p o t  #  
g i | 4 5 0 6 1 7 9             M a s s :  2 9 8 2 2     S c o r e :  5 1 8     
Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 0       
7 5 2  p r o t e a s o m e  a l p h a  1  s u b u n i t  
 Q u e r y     O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    M i s s    S c o r e    E x p e c t    P e p t i d e  
 2  4 0 8 . 7 7     8 1 5 . 5 3     8 1 5 . 5 1     0 . 0 1    0  4 6  0 . 0 0 9 7    L V S L I G S K  
 9  4 3 0 . 7 5     8 5 9 . 4 8     8 5 9 . 4 8     0 . 0 0    0  5 6  0 . 0 0 1 7    Q G S A T V G L K  
 1 3  4 4 3 . 7 8     8 8 5 . 5 4     8 8 5 . 5 3     0 . 0 1    0  2 7  0 . 7 5    N V S I G I V G K  
 1 5  4 5 4 . 2 0     9 0 6 . 3 9     9 0 6 . 3 9     0 . 0 1    0  4 1  0 . 0 4 7    Q E C L D S R  
 1 6  4 7 7 . 2 4     9 5 2 . 4 7     9 5 2 . 4 6     0 . 0 1    0  3 5  0 . 1 9    L L C N F M R  
 2 0  5 4 1 . 7 9     1 0 8 1 . 5 7     1 0 8 1 . 5 5     0 . 0 2    0  3 2  0 . 3 9    A Q S E L A A H Q K  
 2 6  4 1 3 . 5 6     1 2 3 7 . 6 5     1 2 3 7 . 6 5     - 0 . 0 0    1  3 0  0 . 7 9    R A Q S E L A A H Q K  
 3 2  6 7 3 . 3 6     1 3 4 4 . 7 1     1 3 4 4 . 6 8     0 . 0 3    0  4 6  0 . 0 2 8    E T L P A E Q D L T T K  
 3 4  6 7 6 . 3 4     1 3 5 0 . 6 6     1 3 5 0 . 6 4     0 . 0 2    0  6 0  0 . 0 0 1 1    A Q P A Q P A D E P A E K  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
7 5 2       4  -  1 8       8 8 9 . 9 2 8 3   1 7 7 7 . 8 4 2 0   1 7 7 7 . 8 0 1 9          2 3      0   N Q Y D N D V T V W S P Q G R   ( I o n s  s c o r e  7 8 ,  e - v a l u e  2 . 6 e - 0 5 )  
p r o t e a s o m e  a l p h a  1  s u b u n i t      3 1  -  3 9       4 3 0 . 7 4 6 8    8 5 9 . 4 7 9 0    8 5 9 . 4 7 6 3           3       0   Q G S A T V G L K   ( I o n s  s c o r e  5 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 7 )  
     5 1  -  6 1       4 1 3 . 5 5 6 6   1 2 3 7 . 6 4 8 0   1 2 3 7 . 6 5 2 7        - 4      1   R A Q S E L A A H Q K   ( I o n s  s c o r e  3 0 ,  e - v a l u e  0 . 7 9 )  
     5 2  -  6 1       5 4 1 . 7 9 4 5   1 0 8 1 . 5 7 4 4   1 0 8 1 . 5 5 1 6         2 1     0   A Q S E L A A H Q K   ( I o n s  s c o r e  3 2 ,  e - v a l u e  0 . 3 9 )  
     8 3  -  8 9       4 7 7 . 2 4 3 6    9 5 2 . 4 7 2 6    9 5 2 . 4 6 2 3          1 1      0   L L C N F M R   ( I o n s  s c o r e  3 5 ,  e - v a l u e  0 . 1 9 )  
     9 0  -  9 6       4 5 4 . 2 0 3 4    9 0 6 . 3 9 2 2    9 0 6 . 3 8 6 5          6        0   Q E C L D S R   ( I o n s  s c o r e  4 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 4 7 )  
    1 0 8  -  1 1 5      4 0 8 . 7 7 0 3    8 1 5 . 5 2 6 0    8 1 5 . 5 1 1 6        1 8      0   L V S L I G S K   ( I o n s  s c o r e  4 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 9 7 )  
    1 9 7  -  2 0 8      6 7 3 . 3 6 2 7   1 3 4 4 . 7 1 0 8   1 3 4 4 . 6 7 7 2       2 5     0   E T L P A E Q D L T T K   ( I o n s  s c o r e  4 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 2 8 )  
    2 0 9  -  2 1 7      4 4 3 . 7 7 6 9    8 8 5 . 5 3 9 2    8 8 5 . 5 2 8 3        1 2      0   N V S I G I V G K   ( I o n s  s c o r e  2 7 ,  e - v a l u e  0 . 7 5 )  





 g i | 1 2 7 0 7 5 7 0            M a s s :  3 1 8 0 7     S c o r e :  1 0 5 6    Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 6   
S p o t  #  m i t o c h o n d r i a l  s h o r t - c h a i n  e n o y l - c o e n z y m e  A  h y d r a t a s e  1  p r e c u r s o r  [ H o m o  s a p i e n s ]  
7 8 3  Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   P e p t i d e  
 2 9  4 3 2 . 1 9    8 6 2 . 3 6    8 6 2 . 4 5    - 0 . 0 9   0  4 7  0 . 0 1 3   A F A A G A D I K  
       4 6  5 0 6 . 1 9    1 0 1 0 . 3 6    1 0 1 0 . 4 7    - 0 . 1 1   0  3 7  0 . 1 2   E G M T A F V E K  
 7 4  5 8 2 . 2 4    1 1 6 2 . 4 6    1 1 6 2 . 5 9    - 0 . 1 3   0  4 8  0 . 0 1 3   H W D H L T Q V K  
 9 9  6 6 8 . 2 3    1 3 3 4 . 4 5    1 3 3 4 . 6 1    - 0 . 1 6   0  6 5  0 . 0 0 0 2 6   L F Y S T F A T D D R  
 1 0 1  6 6 9 . 7 5    1 3 3 7 . 4 8    1 3 3 7 . 6 3    - 0 . 1 5   0  6 9  0 . 0 0 0 1 1   S L A M E M V L T G D R  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 1 1 9  7 3 2 . 2 9    1 4 6 2 . 5 6    1 4 6 2 . 7 1    - 0 . 1 5   1  6 4  0 . 0 0 0 4 5   L F Y S T F A T D D R K  
 1 2 1  7 3 3 . 8 4    1 4 6 5 . 6 7    1 4 6 5 . 8 4    - 0 . 1 6   0  7 2  7 , 0 0 E - 0 5  N N T V G L I Q L N R P K  
 1 3 8  7 9 6 . 3 2    1 5 9 0 . 6 3    1 5 9 0 . 8 0    - 0 . 1 7   2  6 1  0 . 0 0 1   K L F Y S T F A T D D R K  
 1 4 6  8 6 5 . 3 2    1 7 2 8 . 6 2    1 7 2 8 . 7 9    - 0 . 1 6   0  7 9  1 . 8 e - 0 5   E S V N A A F E M T L T E G S K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 1 5 2  8 7 6 . 7 7    1 7 5 1 . 5 3    1 7 5 1 . 7 1    - 0 . 1 8   0  6 8  0 . 0 0 0 1 4   E M Q N L S F Q D C Y S S K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 1 6 0  9 1 5 . 8 8    1 8 2 9 . 7 4    1 8 2 9 . 9 4    - 0 . 2 0   0  9 4  6 . 1 e - 0 7   I F E E D P A V G A I V L T G G D K  
 1 7 3  9 8 6 . 4 0    1 9 7 0 . 7 9    1 9 7 1 . 0 0    - 0 . 2 1   0  7 1  0 . 0 0 0 1 2   A L N A L C D G L I D E L N Q A L K  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  
 1 7 6  6 6 3 . 5 9    1 9 8 7 . 7 4    1 9 8 7 . 9 6    - 0 . 2 2   0  5 7  0 . 0 0 3 9   I C P V E T L V E E A I Q C A E K  
 1 9 2  1 0 6 2 . 9 5    2 1 2 3 . 8 9    2 1 2 4 . 1 3    - 0 . 2 4   0  8 9  2 . 6 e - 0 6   A Q F A Q P E I L I G T I P G A G G T Q R  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )    p p m     M i s s    S e q u e n c e  
7 8 3  m i t o c h o n d r i a l  s h o r t - c h a i n  e n o y l - c o e n z y m e  A  h y d r a t a s e  1  p r e c u r s o r  [ H o m o  s a p i e n s ]  
 4 4  -  5 6       7 3 3 . 8 4 3 6   1 4 6 5 . 6 7 2 6   1 4 6 5 . 8 3 6 4     - 1 1 2     0     N N T V G L I Q L N R P K   ( I o n s  s c o r e  7 2 ,  e - v a l u e  7 e - 0 5 )  
 5 7  -  7 4       9 8 6 . 4 0 0 1   1 9 7 0 . 7 8 5 6   1 9 7 0 . 9 9 8 2     - 1 0 8     0     A L N A L C D G L I D E L N Q A L K   D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  7 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 1 2 )  
 7 5  -  9 2       9 1 5 . 8 7 9 0   1 8 2 9 . 7 4 3 4   1 8 2 9 . 9 4 1 0     - 1 0 8     0     I F E E D P A V G A I V L T G G D K   ( I o n s  s c o r e  9 4 ,  e - v a l u e  6 . 1 e - 0 7 )  
 9 3  -  1 0 1      4 3 2 . 1 8 7 9   8 6 2 . 3 6 1 2    8 6 2 . 4 5 4 8      - 1 0 8     0     A F A A G A D I K   ( I o n s  s c o r e  4 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 3 )  
 1 0 2  -  1 1 5    8 7 6 . 7 7 2 9   1 7 5 1 . 5 3 1 2   1 7 5 1 . 7 1 3     - 1 0 4     0     E M Q N L S F Q D C Y S S K   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  6 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 1 4 )  
 1 1 9  -  1 2 7    5 8 2 . 2 3 7 9   1 1 6 2 . 4 6 1 2   1 1 6 2 . 5 8 8 3   - 1 0 9     0     H W D H L T Q V K   ( I o n s  s c o r e  4 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 3 )  
 1 2 8  -  1 5 7   1 0 7 4 . 7 1 5 6   3 2 2 1 . 1 2 5 0   3 2 2 1 . 4 9 0 4   - 1 1 3     0     K P V I A A V N G Y A F G G G C E L A M M C D I I Y A G E K   D e a m i d a t i o n  ( N Q ) ;  O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  7 6 ,  e - v a l u e  7 . 9 e - 0 5 )  
 1 5 8  -  1 7 8   1 0 6 2 . 9 5 3 4   2 1 2 3 . 8 9 2 2   2 1 2 4 . 1 3 2 7   - 1 1 3     0     A Q F A Q P E I L I G T I P G A G G T Q R   ( I o n s  s c o r e  8 9 ,  e - v a l u e  2 . 6 e - 0 6 )  
 1 8 6  -  1 9 7    6 6 9 . 7 4 9 0   1 3 3 7 . 4 8 3 4   1 3 3 7 . 6 3 1 9    - 1 1 1     0     S L A M E M V L T G D R   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  6 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 1 1 )  
 2 1 2  -  2 2 8    6 6 3 . 5 8 7 0   1 9 8 7 . 7 3 9 2   1 9 8 7 . 9 5 9 4    - 1 1 1     0     I C P V E T L V E E A I Q C A E K   ( I o n s  s c o r e  5 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 3 9 )  
 2 4 2  -  2 5 7    8 6 5 . 3 1 8 8   1 7 2 8 . 6 2 3 0   1 7 2 8 . 7 8 7 6    - 9 5       0     E S V N A A F E M T L T E G S K   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  7 9 ,  e - v a l u e  1 . 8 e - 0 5 )  
 2 6 1  -  2 7 3    7 9 6 . 3 2 4 2   1 5 9 0 . 6 3 3 8   1 5 9 0 . 8 0 4 2    - 1 0 7     2     K L F Y S T F A T D D R K   ( I o n s  s c o r e  6 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 )  
 2 6 2  -  2 7 3    7 3 2 . 2 8 5 3   1 4 6 2 . 5 5 6 0   1 4 6 2 . 7 0 9 2    - 1 0 5     1     L F Y S T F A T D D R K   ( I o n s  s c o r e  6 4 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 4 5 )  






S p o t  #  g i | 6 6 2 8 4 1              M a s s :  2 2 4 2 7     S c o r e :  4 8 1     Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  7   
7 8 3  h e a t  s h o c k  p r o t e i n  2 7  [ H o m o  s a p i e n s ]       
 Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   P e p t i d e  
 4 1  4 8 1 . 1 7    9 6 0 . 3 3    9 6 0 . 4 5    - 0 . 1 1   0  3 9  0 . 0 6   G P S W D P F R  
  4 3  4 9 4 . 2 5    9 8 6 . 4 9    9 8 6 . 6 0    - 0 . 1 2   1  3 2  0 . 4 4   R V P F S L L R  
 5 6  5 3 8 . 2 3    1 0 7 4 . 4 5    1 0 7 4 . 5 7    - 0 . 1 2   0  7 3  3 . 9 e - 0 5   Q L S S G V S E I R  
 7 0  5 7 3 . 7 6    1 1 4 5 . 5 0    1 1 4 5 . 6 3    - 0 . 1 3   1  3 8  0 . 1 5   T K D G V V E I T G K  
 7 5  5 8 2 . 2 5    1 1 6 2 . 4 8    1 1 6 2 . 6 1    - 0 . 1 3   0  5 2  0 . 0 0 5 4   L F D Q A F G L P R  
 1 5 5  8 9 2 . 8 7    1 7 8 3 . 7 2    1 7 8 3 . 9 0    - 0 . 1 8   0  6 2  0 . 0 0 0 9 7   V S L D V N H F A P D E L T V K  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #   S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s     S e q u e n c e  
7 8 3       5  -  1 2       4 9 4 . 2 5 0 7    9 8 6 . 4 8 6 8    9 8 6 . 6 0 2 5        - 1 1 7      1           R V P F S L L R   ( I o n s  s c o r e  3 2 ,  e - v a l u e  0 . 4 4 )  
h e a t  s h o c k  p r o t e i n  2 7      1 3  -  2 0       4 8 1 . 1 7 4 0    9 6 0 . 3 3 3 4    9 6 0 . 4 4 5 3       - 1 1 6      0           G P S W D P F R   ( I o n s  s c o r e  3 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 6 )  
     2 8  -  3 7       5 8 2 . 2 4 8 3   1 1 6 2 . 4 8 2 0   1 1 6 2 . 6 1 3 4      - 1 1 3     0           L F D Q A F G L P R   ( I o n s  s c o r e  5 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 5 4 )  
     8 0  -  8 9       5 3 8 . 2 3 2 2   1 0 7 4 . 4 4 9 8   1 0 7 4 . 5 6 6 9      - 1 0 9     0           Q L S S G V S E I R   ( I o n s  s c o r e  7 3 ,  e - v a l u e  3 . 9 e - 0 5 )  
     9 7  -  1 1 2      8 9 2 . 8 6 7 9   1 7 8 3 . 7 2 1 2   1 7 8 3 . 8 9 9 2      - 1 0 0    0           V S L D V N H F A P D E L T V K   D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  6 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 9 7 )  
    1 1 3  -  1 2 3      5 7 3 . 7 5 5 1   1 1 4 5 . 4 9 5 6   1 1 4 5 . 6 2 9 1     - 1 1 7    1           T K D G V V E I T G K   ( I o n s  s c o r e  3 8 ,  e - v a l u e  0 . 1 5 )  





S p o t  #  g i | 4 7 5 7 7 1 8             M a s s :  4 7 9 4 4     S c o r e :  8 9 2     Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 6   
4 9 9 7  B A F 5 3 ;  B A F  c o m p l e x  5 3  k D a  s u b u n i t ;  B R G 1 - a s s o c i a t e d  f a c t o r ;  a c t i n - r e l a t e d  p r o t e i n ;  [ H o m o  s a p i e n s ]  
 Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   P e p t i d e  
 2 5  4 8 5 . 8 1    9 6 9 . 6 1    9 6 9 . 5 6    0 . 0 5   1  2 8  0 . 3 5   E K L P Q V T R  
       3 8  5 3 4 . 2 6    1 0 6 6 . 5 0    1 0 6 6 . 4 4    0 . 0 6   0  3 9  0 . 1   A G Y A G E D C P K  
       5 0  5 6 1 . 3 4    1 1 2 0 . 6 6    1 1 2 0 . 5 9    0 . 0 7   0  5 7  0 . 0 0 0 7 6   T A V L T A F A N G R  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  
 5 1  5 6 5 . 8 3    1 1 2 9 . 6 5    1 1 2 9 . 6 1    0 . 0 4   0  6 7  0 . 0 0 0 1 1   L I A N N T T V E R  
 5 7  5 7 4 . 3 1    1 1 4 6 . 6 1    1 1 4 6 . 5 6    0 . 0 5   0  8 2  4 . 3 e - 0 6   E N M E A I S P L K  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 9 9  6 5 8 . 3 9    1 3 1 4 . 7 7    1 3 1 4 . 6 8    0 . 0 8   0  4 1  0 . 0 4 5   I P E G L F D P S N V K  
 1 1 0  6 9 8 . 3 5    1 3 9 4 . 6 8    1 3 9 4 . 5 9    0 . 0 9   0  5 6  0 . 0 0 1 9   D D G S T L M E I D G D K  
 1 1 7  7 1 7 . 4 2    1 4 3 2 . 8 3    1 4 3 2 . 7 4    0 . 0 9   0  9 2  4 . 3 e - 0 7   V D F P T A I G M V V E R  
 1 3 9  7 4 8 . 3 9    1 4 9 4 . 7 7    1 4 9 4 . 7 0    0 . 0 8   0  9 0  7 . 4 e - 0 7   S P L A G D F I T M Q C R  
 1 5 4  7 7 8 . 9 9    1 5 5 5 . 9 6    1 5 5 5 . 8 6    0 . 1 0   1  4 0  0 . 0 2 9   L K I P E G L F D P S N V K  
 1 6 0  7 8 5 . 9 6    1 5 6 9 . 9 1    1 5 6 9 . 7 3    0 . 1 8   0  4 3  0 . 0 2 7   Q G G P T Y Y I D T N A L R  +  2  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  
 2 0 2  6 7 5 . 7 1    2 0 2 4 . 0 9    2 0 2 3 . 9 8    0 . 1 1   0  4 9  0 . 0 1 1   S E A S L H P V L M S E A P W N T R  
 2 1 5  1 1 2 6 . 6 5    2 2 5 1 . 2 8    2 2 5 1 . 1 3    0 . 1 6   0  4 0  0 . 0 7 6   E L F Q E M N I E L V P P Y M I A S K  
  2 2 4  7 6 2 . 7 2    2 2 8 5 . 1 5    2 2 8 4 . 9 9    0 . 1 5   0  4 8  0 . 0 1 9   N G M V E D W D S F Q A I L D H T Y K  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q ) ;  O x i d a t i o n  ( M )  
 2 3 8  8 4 4 . 1 5    2 5 2 9 . 4 1    2 5 2 9 . 2 4    0 . 1 7   1  3 6  0 . 2 3   E K L T E L M F E H Y N I P A F F L C K  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s  S e q u e n c e  
4 9 9 7      2 5  -  3 4       5 3 4 . 2 5 5 7   1 0 6 6 . 4 9 6 8   1 0 6 6 . 4 3 8 9          5 4      0     A G Y A G E D C P K   ( I o n s  s c o r e  3 9 ,  e - v a l u e  0 . 1 )  
B A F 5 3      3 5  -  4 7       7 1 7 . 4 2 3 2   1 4 3 2 . 8 3 1 8   1 4 3 2 . 7 3 8 4          6 5      0     V D F P T A I G M V V E R   ( I o n s  s c o r e  9 2 ,  e - v a l u e  4 . 3 e - 0 7 )  
     4 8  -  6 0       6 9 8 . 3 4 5 8   1 3 9 4 . 6 7 7 0   1 3 9 4 . 5 8 7 1          6 4      0     D D G S T L M E I D G D K   ( I o n s  s c o r e  5 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 9 )  
     6 3  -  7 6       7 8 5 . 9 6 0 3   1 5 6 9 . 9 0 6 0   1 5 6 9 . 7 3 1 0         1 1 1      0     Q G G P T Y Y I D T N A L R   2  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  4 3 ,  e - v a l u e  0 . 0 2 7 )  
     8 0  -  8 9       5 7 4 . 3 1 0 5   1 1 4 6 . 6 0 6 4   1 1 4 6 . 5 5 9 0          4 1      0     E N M E A I S P L K   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  8 2 ,  e - v a l u e  4 . 3 e - 0 6 )  
     9 0  -  1 0 8      7 6 2 . 7 2 3 6   2 2 8 5 . 1 4 9 0   2 2 8 4 . 9 9 4 6         6 8      0     N G M V E D W D S F Q A I L D H T Y K   D e a m i d a t i o n  ( N Q ) ;  O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  4 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 9 )  
    1 1 3  -  1 3 0      6 7 5 . 7 0 5 0   2 0 2 4 . 0 9 3 2   2 0 2 3 . 9 7 8 5        5 7      0     S E A S L H P V L M S E A P W N T R   ( I o n s  s c o r e  4 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 1 )  
    1 3 4  -  1 5 3      8 4 4 . 1 4 5 6   2 5 2 9 . 4 1 5 0   2 5 2 9 . 2 4 3 5        6 8      1     E K L T E L M F E H Y N I P A F F L C K   ( I o n s  s c o r e  3 6 ,  e - v a l u e  0 . 2 3 )  
    1 5 4  -  1 6 4      5 6 1 . 3 3 8 0   1 1 2 0 . 6 6 1 4   1 1 2 0 . 5 8 7 6        6 6      0     T A V L T A F A N G R   D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  5 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 7 6 )  
    1 6 5  -  1 9 4      7 7 3 . 6 9 9 9   3 0 9 0 . 7 7 0 5   3 0 9 0 . 6 3 4 9        4 4      0     S T G L I L D S G A T H T T A I P V H D G Y V L Q Q G I V K   ( I o n s  s c o r e  4 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 7 )  
    1 9 5  -  2 0 7      7 4 8 . 3 9 3 5   1 4 9 4 . 7 7 2 4   1 4 9 4 . 6 9 5 9        5 1      0     S P L A G D F I T M Q C R   ( I o n s  s c o r e  9 0 ,  e - v a l u e  7 . 4 e - 0 7 )  
    2 0 8  -  2 2 6      7 5 1 . 4 3 6 4   2 2 5 1 . 2 8 7 4   2 2 5 1 . 1 2 6 8        7 1      0     E L F Q E M N I E L V P P Y M I A S K   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 7 6 )  
    2 4 1  -  2 4 8      4 8 5 . 8 1 1 8    9 6 9 . 6 0 9 0    9 6 9 . 5 6 0 7          5 0      1     E K L P Q V T R   ( I o n s  s c o r e  2 8 ,  e - v a l u e  0 . 3 5 )  
    3 0 2  -  3 1 5      7 7 8 . 9 8 7 4   1 5 5 5 . 9 6 0 2   1 5 5 5 . 8 6 0 9        6 4      1     L K I P E G L F D P S N V K   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 2 9 )  
    3 0 4  -  3 1 5      6 5 8 . 3 9 0 0   1 3 1 4 . 7 6 5 4   1 3 1 4 . 6 8 1 9        6 4      0     I P E G L F D P S N V K   ( I o n s  s c o r e  4 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 4 5 )  





S p o t  #  g i | 5 4 5 3 8 5 4             M a s s :  3 8 0 1 5     S c o r e :  2 1 0     Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  3  
5 2 1 7  p o l y ( r C )  b i n d i n g  p r o t e i n   
 Q u e r y     O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    M i s s    S c o r e    E x p e c t    P e p t i d e  
 2 7  5 4 3 . 7 1     1 0 8 5 . 4 1     1 0 8 5 . 5 5     - 0 . 1 4    0  3 7  0 . 1 2    I A N P V E G S S G R  
 5 8  6 4 5 . 2 1     1 2 8 8 . 4 0     1 2 8 8 . 5 7     - 0 . 1 7    0  4 7  0 . 0 1 1    I N I S E G N C P E R  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s     S e q u e n c e  
5 2 1 7      4 7  -  5 7       6 4 5 . 2 0 9 1   1 2 8 8 . 4 0 3 6   1 2 8 8 . 5 7 1 7        - 1 3 0      0       I N I S E G N C P E R   D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  4 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 1 )  
p o l y ( r C )  b i n d i n g  p r o t e i n  1     1 2 5  -  1 4 4     1 0 4 5 . 3 5 3 1   2 0 8 8 . 6 9 1 6   2 0 8 8 . 9 7 4 5     - 1 3 5      0       E S T G A Q V Q V A G D M L P N S T E R   ( I o n s  s c o r e  5 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 4 )  





S p o t  #  g i | 4 7 5 8 1 1 2             M a s s :  4 9 4 1 6     S c o r e :  7 6 7     Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 3   
4 5 5  H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  1 ;  H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t - 1 ;  D E A D - b o x  p r o t e i n ;  n u c l e a r  R N A  h e l i c a s e  ( D E A D  f a m i l y )  [ H o m o  s a p i e n s ]  
        Q u e r y     O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    M i s s    S c o r e    E x p e c t    P e p t i d e  
 2 7  4 8 6 . 6 9     9 7 1 . 3 6     9 7 1 . 5 0     - 0 . 1 4    0  2 9  0 . 5 5    I L N D V Q D R  
 4 0  5 1 8 . 1 8     1 0 3 4 . 3 4     1 0 3 4 . 4 9     - 0 . 1 5    0  5 9  0 . 0 0 0 6 7    M L E Q L D M R  
 4 7  5 3 1 . 7 1     1 0 6 1 . 4 1     1 0 6 1 . 5 6     - 0 . 1 5    1  4 3  0 . 0 3 3    R D V Q E I F R  
 6 4  5 6 9 . 2 5     1 1 3 6 . 4 9     1 1 3 6 . 6 6     - 0 . 1 7    0  5 2  0 . 0 0 5 7    V A V F F G G L S I K  
 9 8  6 2 1 . 7 3     1 2 4 1 . 4 4     1 2 4 1 . 6 1     - 0 . 1 8    0  5 1  0 . 0 0 5 5    Q V M M F S A T L S K  
 1 0 5  6 3 0 . 3 0     1 2 5 8 . 5 8     1 2 5 8 . 7 5     - 0 . 1 7    1  3 6  0 . 2 4    R I L V A T N L F G R  
 1 2 0  6 4 8 . 7 3     1 2 9 5 . 4 4     1 2 9 5 . 6 3     - 0 . 1 8    0  3 9  0 . 0 9 8    G S Y V S I H S S G F R  
 1 2 6  6 5 3 . 7 5     1 3 0 5 . 4 8     1 3 0 5 . 6 6     - 0 . 1 8    0  4 0  0 . 0 7 9    N C P H I V V G T P G R  
 1 6 6  7 3 1 . 8 0     1 4 6 1 . 5 9     1 4 6 1 . 8 0     - 0 . 2 1    0  3 7  0 . 2 1    L T L H G L Q Q Y Y V K  
 1 7 2  7 4 0 . 7 6     1 4 7 9 . 5 1     1 4 7 9 . 7 1     - 0 . 2 0    0  4 2  0 . 0 6 7    G L A I T F V S D E N D A K  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  
 2 2 2  9 8 6 . 8 1     1 9 7 1 . 6 1     1 9 7 1 . 9 0     - 0 . 2 8    1  4 9  0 . 0 1 7    K F M Q D P M E I F V D D E T K  
 2 5 1  7 5 9 . 6 5     2 2 7 5 . 9 3     2 2 7 6 . 2 5     - 0 . 3 2    0  7 8  3 . 1 e - 0 5    C I A L A Q L L V E Q N F P A I A I H R  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s   S e q u e n c e  
4 5 5      3 7  -  4 8       6 4 8 . 7 2 8 1   1 2 9 5 . 4 4 1 6   1 2 9 5 . 6 2 5 8        - 1 4 2      0      G S Y V S I H S S G F R   ( I o n s  s c o r e  3 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 9 8 )  
H L A - B  a s s o c i a t e d  t r a n s c r i p t  1     1 4 5  -  1 5 5      5 6 9 . 2 5 3 8   1 1 3 6 . 4 9 3 0   1 1 3 6 . 6 5 9 3       - 1 4 6      0     V A V F F G G L S I K   ( I o n s  s c o r e  5 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 5 7 )  
    1 6 4  -  1 7 5      6 5 3 . 7 4 5 5   1 3 0 5 . 4 7 6 4   1 3 0 5 . 6 6 1 1       - 1 4 1      0      N C P H I V V G T P G R   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 7 9 )  
    2 0 1  -  2 0 8      5 1 8 . 1 7 8 4   1 0 3 4 . 3 4 2 2   1 0 3 4 . 4 8 8 9       - 1 4 2      0      M L E Q L D M R   ( I o n s  s c o r e  5 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 6 7 )  
    2 0 9  -  2 1 6      5 3 1 . 7 1 3 8   1 0 6 1 . 4 1 3 0   1 0 6 1 . 5 6 1 7       - 1 4 0      1      R D V Q E I F R   ( I o n s  s c o r e  4 3 ,  e - v a l u e  0 . 0 3 3 )  
    2 2 3  -  2 3 3      6 2 1 . 7 2 5 4   1 2 4 1 . 4 3 6 2   1 2 4 1 . 6 1 4 8       - 1 4 4      0      Q V M M F S A T L S K   ( I o n s  s c o r e  5 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 5 5 )  
    2 4 1  -  2 5 6      9 8 6 . 8 1 4 4   1 9 7 1 . 6 1 4 2   1 9 7 1 . 8 9 5 8       - 1 4 3      1      K F M Q D P M E I F V D D E T K   ( I o n s  s c o r e  4 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 7 )  
    2 5 7  -  2 6 8      7 3 1 . 8 0 0 9   1 4 6 1 . 5 8 7 2   1 4 6 1 . 7 9 7 9       - 1 4 4      0      L T L H G L Q Q Y Y V K   ( I o n s  s c o r e  3 7 ,  e - v a l u e  0 . 2 1 )  
    3 0 0  -  3 1 9      7 5 9 . 6 4 9 9   2 2 7 5 . 9 2 7 9   2 2 7 6 . 2 4 6 3       - 1 4 0      0      C I A L A Q L L V E Q N F P A I A I H R   ( I o n s  s c o r e  7 8 ,  e - v a l u e  3 . 1 e - 0 5 )  
    3 3 9  -  3 4 9      6 3 0 . 2 9 7 2   1 2 5 8 . 5 7 9 8   1 2 5 8 . 7 5 0 9       - 1 3 6      1      R I L V A T N L F G R   ( I o n s  s c o r e  3 6 ,  e - v a l u e  0 . 2 4 )  
    3 5 6  -  3 7 4     1 1 5 0 . 3 5 9 0   2 2 9 8 . 7 0 3 4   2 2 9 9 . 0 2 1 5      - 1 3 8      0      V N I A F N Y D M P E D S D T Y L H R   ( I o n s  s c o r e  7 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 1 1 )  
    3 8 5  -  3 9 8      7 4 0 . 7 6 4 2   1 4 7 9 . 5 1 3 8   1 4 7 9 . 7 0 9 2       - 1 3 2      0      G L A I T F V S D E N D A K   D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  4 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 6 7 )  





S p o t  #  g i | 5 8 0 3 2 2 5             M a s s :  2 9 3 2 6     S c o r e :  8 7 2     Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 5  
7 6 2  t y r o s i n e  3 / t r y p t o p h a n  5  - m o n o o x y g e n a s e  a c t i v a t i o n  p r o t e i n ,  e p s i l o n  p o l y p e p t i d e ;  1 4 - 3 - 3  e p s i l o n ;   
 m i t o c h o n d r i a l  i m p o r t  s t i m u l a t i o n  f a c t o r  L  s u b u n i t ;  p r o t e i n  k i n a   
        Q u e r y     O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    M i s s    S c o r e    E x p e c t    P e p t i d e  
 2  4 0 8 . 7 1     8 1 5 . 4 1     8 1 5 . 4 1     - 0 . 0 0    0  3 1  0 . 5 7    L A E Q A E R  
 1 0  4 5 3 . 7 2     9 0 5 . 4 2     9 0 5 . 4 2     0 . 0 0    1  3 9  0 . 0 8 3    M K G D Y H R  
 1 2  4 5 4 . 2 6     9 0 6 . 5 0     9 0 6 . 5 2     - 0 . 0 2    0  4 1  0 . 0 4 2    N L L S V A Y K  
 2 6  4 8 9 . 2 4     9 7 6 . 4 6     9 7 6 . 4 9     - 0 . 0 3    0  3 7  0 . 1 6    Q M V E T E L K  
 4 1  5 6 6 . 2 4     1 1 3 0 . 4 7     1 1 3 0 . 4 6     0 . 0 1    0  5 0  0 . 0 0 9 7    Y D E M V E S M K  
 5 0  5 9 5 . 3 3     1 1 8 8 . 6 5     1 1 8 8 . 6 5     - 0 . 0 0    0  4 0  0 . 0 7 7    D S T L I M Q L L R  
 5 7  5 9 7 . 8 1     1 1 9 3 . 6 0     1 1 9 3 . 5 9     0 . 0 1    0  7 1  6 . 6 e - 0 5    E A A E N S L V A Y K  
 6 4  6 1 9 . 3 3     1 2 3 6 . 6 4     1 2 3 6 . 6 5     - 0 . 0 1    0  6 3  0 . 0 0 0 4    H L I P A A N T G E S K  
 6 7  6 2 8 . 8 0     1 2 5 5 . 5 8     1 2 5 5 . 5 8     - 0 . 0 1    0  5 8  0 . 0 0 1 7    Y L A E F A T G N D R  
 7 1  6 3 0 . 2 9     1 2 5 8 . 5 6     1 2 5 8 . 5 6     0 . 0 0    1  5 0  0 . 0 1 1    Y D E M V E S M K K  
 7 7  6 4 5 . 2 9     1 2 8 8 . 5 6     1 2 8 8 . 5 4     0 . 0 2    0  3 1  0 . 8 8    E A L Q D V E D E N Q  
 8 0  6 6 1 . 8 5     1 3 2 1 . 6 8     1 3 2 1 . 6 9     - 0 . 0 0    1  4 6  0 . 0 2 1    K E A A E N S L V A Y K  
 8 4  4 6 2 . 5 6     1 3 8 4 . 6 5     1 3 8 4 . 6 6     - 0 . 0 1    1  5 2  0 . 0 0 6 5    Y L A E F A T G N D R K  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  
 8 9  7 3 2 . 3 6     1 4 6 2 . 7 1     1 4 6 2 . 7 0     0 . 0 1    0  7 2  6 . 6 e - 0 5    V A G M D V E L T V E E R  +  O x i d a t i o n  ( M )  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s    S e q u e n c e  
7 6 2      1 3  -  1 9       4 0 8 . 7 1 3 2    8 1 5 . 4 1 1 8    8 1 5 . 4 1 3 7          - 2      0           L A E Q A E R   ( I o n s  s c o r e  3 1 ,  e - v a l u e  0 . 5 7 )  
1 4 - 3 - 3  e p s i l o n      2 0  -  2 8       5 6 6 . 2 4 1 8   1 1 3 0 . 4 6 9 0   1 1 3 0 . 4 6 2 4         6      0           Y D E M V E S M K   ( I o n s  s c o r e  5 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 9 7 )  
     3 0  -  4 2       7 3 2 . 3 6 2 1   1 4 6 2 . 7 0 9 6   1 4 6 2 . 6 9 7 3         8      0           V A G M D V E L T V E E R   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  7 2 ,  e - v a l u e  6 . 6 e - 0 5 )  
     4 3  -  5 0       4 5 4 . 2 5 6 8    9 0 6 . 4 9 9 0    9 0 6 . 5 1 7 4         - 2 0      0          N L L S V A Y K   ( I o n s  s c o r e  4 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 4 2 )  
     8 7  -  9 4       4 8 9 . 2 3 6 4    9 7 6 . 4 5 8 2    9 7 6 . 4 8 9 9         - 3 2      0          Q M V E T E L K   ( I o n s  s c o r e  3 7 ,  e - v a l u e  0 . 1 6 )  
    1 0 7  -  1 1 8      6 1 9 . 3 2 7 5   1 2 3 6 . 6 4 0 4   1 2 3 6 . 6 4 6 2      - 5      0           H L I P A A N T G E S K   ( I o n s  s c o r e  6 3 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 4 )  
    1 2 4  -  1 3 0      4 5 3 . 7 1 7 3    9 0 5 . 4 2 0 0    9 0 5 . 4 1 7 7         3      1           M K G D Y H R   ( I o n s  s c o r e  3 9 ,  e - v a l u e  0 . 0 8 3 )  
    1 3 1  -  1 4 1      6 2 8 . 7 9 6 1   1 2 5 5 . 5 7 7 6   1 2 5 5 . 5 8 3 3      - 4      0          Y L A E F A T G N D R   ( I o n s  s c o r e  5 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 7 )  
    1 4 2  -  1 5 3      6 6 1 . 8 4 8 8   1 3 2 1 . 6 8 3 0   1 3 2 1 . 6 8 7 7      - 4      1          K E A A E N S L V A Y K   ( I o n s  s c o r e  4 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 2 1 )  
    1 4 3  -  1 5 3      5 9 7 . 8 0 8 7   1 1 9 3 . 6 0 2 8   1 1 9 3 . 5 9 2 7        8      0         E A A E N S L V A Y K   ( I o n s  s c o r e  7 1 ,  e - v a l u e  6 . 6 e - 0 5 )  
    1 5 4  -  1 7 0      6 1 2 . 6 4 7 9   1 8 3 4 . 9 2 1 9   1 8 3 4 . 9 2 4 7       - 2      0         A A S D I A M T E L P P T H P I R   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  6 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 4 )  
    2 1 6  -  2 2 5      5 9 5 . 3 3 3 9   1 1 8 8 . 6 5 3 2   1 1 8 8 . 6 5 3 6       - 0      0         D S T L I M Q L L R   ( I o n s  s c o r e  4 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 7 7 )  





S p o t  #  g i | 2 2 4 5 3 6 5             M a s s :  5 7 1 4 7     S c o r e :  1 1 8 9    Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  2 1  
5 1 8 7 a  E R - 6 0  p r o t e i n  [ H o m o  s a p i e n s ]  
        Q u e r y     O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )     
 
D e l t a    
M i s s    S c o r e    E x p e c t    P e p t i d e  
 1 5  4 3 3 . 6 8     8 6 5 . 3 5     8 6 5 . 4 5     - 0 . 1 0    1  3 0  0 . 5 1    Y K E L G E K  
 1 8  4 3 5 . 2 0     8 6 8 . 3 9     8 6 8 . 5 0     - 0 . 1 1    0  5 3  0 . 0 0 3    D P N I V I A K  
 2 1  4 3 9 . 1 9     8 7 6 . 3 6     8 7 6 . 4 8     - 0 . 1 2    0  5 8  0 . 0 0 0 9 4    L N F A V A S R  
 3 5  4 6 9 . 7 6     9 3 7 . 5 1     9 3 7 . 6 3     - 0 . 1 2    1  4 1  0 . 0 4 5    L K G I V P L A K  
 4 7  5 2 0 . 7 2     1 0 3 9 . 4 3     1 0 3 9 . 5 7     - 0 . 1 3    0  3 8  0 . 1 2    T A D G I V S H L K  
 5 1  5 4 2 . 7 2     1 0 8 3 . 4 2     1 0 8 3 . 5 6     - 0 . 1 4    0  4 8  0 . 0 1 1    Y G V S G Y P T L K  
 7 6  5 8 6 . 7 1     1 1 7 1 . 4 0     1 1 7 1 . 5 3     - 0 . 1 4    0  5 0  0 . 0 0 6 3    F V M Q E E F S R  
 8 3  5 9 6 . 2 2     1 1 9 0 . 4 3     1 1 9 0 . 5 9     - 0 . 1 6    0  5 1  0 . 0 0 6 3    L A P E Y E A A A T R  
 8 8  5 9 9 . 2 9     1 1 9 6 . 5 7     1 1 9 6 . 7 1     - 0 . 1 4    1  3 9  0 . 1    L S K D P N I V I A K  
 9 6  6 1 8 . 6 9     1 2 3 5 . 3 7     1 2 3 5 . 5 1     - 0 . 1 3    0  5 3  0 . 0 0 2 3    D G E E A G A Y D G P R  
 1 1 1  6 7 1 . 2 7     1 3 4 0 . 5 2     1 3 4 0 . 6 8     - 0 . 1 6    0  5 2  0 . 0 0 6 2    G F P T I Y F S P A N K  
 1 1 6  6 8 0 . 2 5     1 3 5 8 . 4 9     1 3 5 8 . 6 5     - 0 . 1 7    0  5 7  0 . 0 0 1 5    F L Q D Y F D G N L K  
 1 1 8  6 8 4 . 7 5     1 3 6 7 . 4 8     1 3 6 7 . 6 6     - 0 . 1 8    0  5 6  0 . 0 0 2 4    S E P I P E S N D G P V K  
 1 2 0  6 8 5 . 7 7     1 3 6 9 . 5 3     1 3 6 9 . 6 9     - 0 . 1 6    0  5 6  0 . 0 0 2 7    E L S D F I S Y L Q R  
 1 2 2  6 9 9 . 2 1     1 3 9 6 . 4 0     1 3 9 6 . 5 7     - 0 . 1 7    0  7 3  2 . 2 e - 0 5    V D C T A N T N T C N K  
 1 3 7  5 0 5 . 8 6     1 5 1 4 . 5 6     1 5 1 4 . 7 5     - 0 . 1 9    1  3 4  0 . 5 5    F L Q D Y F D G N L K R  
 1 5 2  7 9 0 . 3 3     1 5 7 8 . 6 4     1 5 7 8 . 8 3     - 0 . 1 9    0  4 8  0 . 0 1 8    E A T N P P V I Q E E K P K  
 1 5 7  8 1 0 . 3 0     1 6 1 8 . 5 9     1 6 1 8 . 7 8     - 0 . 1 9    0  5 6  0 . 0 0 2 9    D L L I A Y Y D V D Y E K  
 1 6 3  5 5 1 . 5 2     1 6 5 1 . 5 4     1 6 5 1 . 7 6     - 0 . 2 2    1  4 4  0 . 0 3 8    I F R D G E E A G A Y D G P R  
 1 6 6  8 4 0 . 7 8     1 6 7 9 . 5 4     1 6 7 9 . 7 5     - 0 . 2 0    0  8 7  1 . 8 e - 0 6    M D A T A N D V P S P Y E V R  +  O x i d a t i o n  ( M )  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m     M i s s    S e q u e n c e  
5 1 8 7 a      6 3  -  7 3       5 9 6 . 2 2 3 2   1 1 9 0 . 4 3 1 8   1 1 9 0 . 5 9 3 1        - 1 3 5      0     L A P E Y E A A A T R   ( I o n s  s c o r e  5 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 6 3 )  
     7 4  -  8 2       4 6 9 . 7 6 2 7    9 3 7 . 5 1 0 8    9 3 7 . 6 3 2 4          - 1 3 0      1     L K G I V P L A K   ( I o n s  s c o r e  4 1 ,  e - v a l u e  0 . 0 4 5 )  
     8 3  -  9 4       6 9 9 . 2 0 8 6   1 3 9 6 . 4 0 2 6   1 3 9 6 . 5 7 1 1        - 1 2 1      0     V D C T A N T N T C N K   ( I o n s  s c o r e  7 3 ,  e - v a l u e  2 . 2 e - 0 5 )  
     9 5  -  1 0 4      5 4 2 . 7 1 7 6   1 0 8 3 . 4 2 0 6   1 0 8 3 . 5 6 0 0       - 1 2 9      0     Y G V S G Y P T L K   ( I o n s  s c o r e  4 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 1 )  
    1 0 5  -  1 1 9      5 5 1 . 5 2 0 8   1 6 5 1 . 5 4 0 6   1 6 5 1 . 7 5 9 0       - 1 3 2      1     I F R D G E E A G A Y D G P R   ( I o n s  s c o r e  4 4 ,  e - v a l u e  0 . 0 3 8 )  
    1 0 8  -  1 1 9      6 1 8 . 6 8 6 0   1 2 3 5 . 3 5 7 4   1 2 3 5 . 5 0 5 4       - 1 2 0      0     D G E E A G A Y D G P R   ( I o n s  s c o r e  5 3 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 2 2 )  
    1 2 0  -  1 2 9      5 2 0 . 7 2 4 7   1 0 3 9 . 4 3 4 8   1 0 3 9 . 5 6 6 2       - 1 2 6      0     T A D G I V S H L K   ( I o n s  s c o r e  3 8 ,  e - v a l u e  0 . 1 2 )  
    2 5 9  -  2 7 1      8 1 0 . 3 0 1 2   1 6 1 8 . 5 8 7 8   1 6 1 8 . 7 7 6 6       - 1 1 7      0     D L L I A Y Y D V D Y E K   ( I o n s  s c o r e  5 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 2 9 )  
    2 9 7  -  3 0 4      4 3 9 . 1 8 8 6    8 7 6 . 3 6 2 6    8 7 6 . 4 8 1 7         - 1 3 6      0     L N F A V A S R   ( I o n s  s c o r e  5 8 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 9 4 )  
    3 3 6  -  3 4 4      5 8 6 . 7 0 5 0   1 1 7 1 . 3 9 5 4   1 1 7 1 . 5 3 3 1       - 1 1 8      0     F V M Q E E F S R   ( I o n s  s c o r e  5 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 6 3 )  
    3 5 2  -  3 6 2      6 8 0 . 2 4 9 9   1 3 5 8 . 4 8 5 2   1 3 5 8 . 6 5 0 6       - 1 2 2      0     F L Q D Y F D G N L K   ( I o n s  s c o r e  5 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 5 )  
    3 6 7  -  3 7 9      6 8 4 . 7 4 5 9   1 3 6 7 . 4 7 7 2   1 3 6 7 . 6 5 6 8       - 1 3 1      0     S E P I P E S N D G P V K   ( I o n s  s c o r e  5 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 2 4 )  
    3 8 0  -  3 9 5      9 1 6 . 8 4 9 2   1 8 3 1 . 6 8 3 8   1 8 3 1 . 8 9 5 1       - 1 1 5      0     V V V A E N F D E I V N N E N K   ( I o n s  s c o r e  6 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 0 9 8 )  
    4 1 6  -  4 2 2      4 3 3 . 6 8 2 6    8 6 5 . 3 5 0 6    8 6 5 . 4 5 4 5         - 1 2 0      1     Y K E L G E K   ( I o n s  s c o r e  3 0 ,  e - v a l u e  0 . 5 1 )  
    4 2 3  -  4 3 3      5 9 9 . 2 9 1 7   1 1 9 6 . 5 6 8 8   1 1 9 6 . 7 1 2 8       - 1 2 0      1     L S K D P N I V I A K   ( I o n s  s c o r e  3 9 ,  e - v a l u e  0 . 1 )  
    4 2 6  -  4 3 3      4 3 5 . 2 0 3 8    8 6 8 . 3 9 3 0    8 6 8 . 5 0 1 8        - 1 2 5       0     D P N I V I A K   ( I o n s  s c o r e  5 3 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 3 )  
    4 3 4  -  4 4 8      8 4 0 . 7 7 9 6   1 6 7 9 . 5 4 4 6   1 6 7 9 . 7 4 6 0       - 1 2 0      0     M D A T A N D V P S P Y E V R   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  8 7 ,  e - v a l u e  1 . 8 e - 0 6 )  
    4 4 9  -  4 6 0      6 7 1 . 2 6 5 8   1 3 4 0 . 5 1 7 0   1 3 4 0 . 6 7 6 4       - 1 1 9      0     G F P T I Y F S P A N K   ( I o n s  s c o r e  5 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 6 2 )  
    4 7 2  -  4 8 2      6 8 5 . 7 7 1 2   1 3 6 9 . 5 2 7 8   1 3 6 9 . 6 8 7 7       - 1 1 7      0     E L S D F I S Y L Q R   ( I o n s  s c o r e  5 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 2 7 )  





S p o t  #  g i | 2 2 4 5 3 6 5             M a s s :  5 7 1 4 7     S c o r e :  7 2 0     Q u e r i e s  m a t c h e d  a n d  c o n f i r m e d :  1 2  
5 1 8 7 b  E R - 6 0  p r o t e i n  [ H o m o  s a p i e n s ]  
        Q u e r y     O b s e r v e d     M r ( e x p t )     M r ( c a l c )      D e l t a    M i s s    S c o r e    E x p e c t    P e p t i d e  
 1 4  4 3 9 . 1 9     8 7 6 . 3 7     8 7 6 . 4 8     - 0 . 1 1    0  5 6  0 . 0 0 1 7    L N F A V A S R  
 4 7  5 4 2 . 7 2     1 0 8 3 . 4 3     1 0 8 3 . 5 6     - 0 . 1 3    0  4 7  0 . 0 1 2    Y G V S G Y P T L K  
 6 5  5 9 4 . 7 0     1 1 8 7 . 3 9     1 1 8 7 . 5 3     - 0 . 1 4    0  3 4  0 . 2    F V M Q E E F S R  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 6 7  5 9 6 . 2 3     1 1 9 0 . 4 5     1 1 9 0 . 5 9     - 0 . 1 4    0  4 4  0 . 0 3 7    L A P E Y E A A A T R  
 7 1  5 9 9 . 2 9     1 1 9 6 . 5 7     1 1 9 6 . 7 1     - 0 . 1 4    1  3 7  0 . 1 8    L S K D P N I V I A K  
 7 8  6 1 8 . 6 9     1 2 3 5 . 3 6     1 2 3 5 . 5 1     - 0 . 1 4    0  5 4  0 . 0 0 1 8    D G E E A G A Y D G P R  
 8 5  6 7 1 . 2 7     1 3 4 0 . 5 3     1 3 4 0 . 6 8     - 0 . 1 5    0  5 0  0 . 0 1    G F P T I Y F S P A N K  
 8 7  6 8 5 . 2 8     1 3 6 8 . 5 5     1 3 6 8 . 6 4     - 0 . 0 9    0  3 6  0 . 2 5    S E P I P E S N D G P V K  +  D e a m i d a t i o n  ( N Q )  
 8 8  6 9 9 . 2 1     1 3 9 6 . 4 1     1 3 9 6 . 5 7     - 0 . 1 6    0  7 9  6 . 9 e - 0 6    V D C T A N T N T C N K  
 1 0 2  7 9 0 . 3 3     1 5 7 8 . 6 5     1 5 7 8 . 8 3     - 0 . 1 8    0  3 6  0 . 2 9    E A T N P P V I Q E E K P K  
 1 0 9  8 2 6 . 7 9     1 6 5 1 . 5 6     1 6 5 1 . 7 6     - 0 . 2 0    1  4 2  0 . 0 7 3    I F R D G E E A G A Y D G P R  




P e p t i d e  s e q u e n c e s  f r o m  L C - M S / M S  u s e d  f o r  p r o t e i n  i d e n t i f i c a t i o n  b y  r e s e a r c h  i n  M a s c o t .  
S p o t  #  S t a r t  -  E n d      O b s e r v e d     M r ( e x p t )    M r ( c a l c )       p p m      M i s s    S e q u e n c e  
5 1 8 7 b      6 3  -  7 3       5 9 6 . 2 3 4 7   1 1 9 0 . 4 5 4 8   1 1 9 0 . 5 9 3 1       - 1 1 6       0      L A P E Y E A A A T R   ( I o n s  s c o r e  4 4 ,  e - v a l u e  0 . 0 3 7 )  
E R - 6 0  p r o t e i n      8 3  -  9 4       6 9 9 . 2 1 3 1   1 3 9 6 . 4 1 1 6   1 3 9 6 . 5 7 1 1       - 1 1 4       0       V D C T A N T N T C N K   ( I o n s  s c o r e  7 9 ,  e - v a l u e  6 . 9 e - 0 6 )  
     9 5  -  1 0 4      5 4 2 . 7 2 1 1   1 0 8 3 . 4 2 7 6   1 0 8 3 . 5 6 0 0       - 1 2 2      0      Y G V S G Y P T L K   ( I o n s  s c o r e  4 7 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 2 )  
    1 0 5  -  1 1 9      8 2 6 . 7 8 9 1   1 6 5 1 . 5 6 3 6   1 6 5 1 . 7 5 9 0      - 1 1 8      1     I F R D G E E A G A Y D G P R   ( I o n s  s c o r e  4 2 ,  e - v a l u e  0 . 0 7 3 )  
    1 0 8  -  1 1 9      6 1 8 . 6 8 7 6   1 2 3 5 . 3 6 0 6   1 2 3 5 . 5 0 5 4       - 1 1 7     0     D G E E A G A Y D G P R   ( I o n s  s c o r e  5 4 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 8 )  
    2 9 7  -  3 0 4      4 3 9 . 1 9 4 0    8 7 6 . 3 7 3 4    8 7 6 . 4 8 1 7         - 1 2 3     0      L N F A V A S R   ( I o n s  s c o r e  5 6 ,  e - v a l u e  0 . 0 0 1 7 )  
    3 3 6  -  3 4 4      5 9 4 . 7 0 2 3   1 1 8 7 . 3 9 0 0   1 1 8 7 . 5 2 8 0       - 1 1 6     0     F V M Q E E F S R   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  3 4 ,  e - v a l u e  0 . 2 )  
    3 6 7  -  3 7 9      6 8 5 . 2 8 2 5   1 3 6 8 . 5 5 0 4   1 3 6 8 . 6 4 0 8        - 6 6      0      S E P I P E S N D G P V K   D e a m i d a t i o n  ( N Q )  ( I o n s  s c o r e  3 6 ,  e - v a l u e  0 . 2 5 )  
    4 2 3  -  4 3 3      5 9 9 . 2 9 3 6   1 1 9 6 . 5 7 2 6   1 1 9 6 . 7 1 2 8        - 1 1 7    1     L S K D P N I V I A K   ( I o n s  s c o r e  3 7 ,  e - v a l u e  0 . 1 8 )  
    4 3 4  -  4 4 8      8 4 0 . 7 9 6 7   1 6 7 9 . 5 7 8 8   1 6 7 9 . 7 4 6 0        - 1 0 0    0     M D A T A N D V P S P Y E V R   O x i d a t i o n  ( M )  ( I o n s  s c o r e  7 3 ,  e - v a l u e  5 . 3 e - 0 5 )  
    4 4 9  -  4 6 0      6 7 1 . 2 6 9 8   1 3 4 0 . 5 2 5 0   1 3 4 0 . 6 7 6 4        - 1 1 3    0     G F P T I Y F S P A N K   ( I o n s  s c o r e  5 0 ,  e - v a l u e  0 . 0 1 )  
    4 8 3  -  4 9 6      7 9 0 . 3 3 0 2   1 5 7 8 . 6 4 5 8   1 5 7 8 . 8 2 5 3        - 1 1 4    0    E A T N P P V I Q E E K P K   ( I o n s  s c o r e  3 6 ,  e - v a l u e  0 . 2 9 )  
 




- i n d u c e d  
s e n e s c e n t - l i k e  p h e n o t y p e  o r  a f t e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  T G F - ß 1 .  S p o t  n u m b e r  ( s p o t  # )  a n d  d a t a  o b t a i n e d  b y  M a s c o t  d a t a b a s e  a r e  g i v e n .  S e q u e n c e s  o f  
p e p t i d e s  u s e d  f o r  i d e n t i f i c a t i o n  b y  L C - M S / M S  w e r e  a l s o  g i v e n .  O n l y  t h e  c o n f i r m i n g  d a t a  t h a t  h a d  a  s c o r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a r e  l i s t e d .  A :  






Annexe 2 : Matériel supplémentaire reprenant les données obtenues en spectrométrie de masse et 
concernant l’étude de la variation d’abondance des protéines membranaires ou associées aux 
membranes lors de la sénescence prématurée par un traitement sublétal avec H2O2  


























 3  
2 0 6 5           
g i | 4 9 4 2 9 6     M a s s :  2 6 4 5 7     S c o r e :  1 4 7     Q u e r i e s  m a t c h e d :  3       
 C a t h e p s i n  D          
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
5    5 2 1 . 8 2 5 7    1 0 4 1 . 6 3 6 8    1 0 4 1 . 6 4 3 4    - 0 . 0 0 6 5   0    4 2    0 . 0 2 1   1     K . V S T L P A I T L K . L  
6    5 2 3 . 3 0 2 1    1 0 4 4 . 5 8 9 6    1 0 4 4 . 5 9 6 8    - 0 . 0 0 7 1   0    5 0    0 . 0 0 3 7   1     K . Q P G I T F I A A K . F  
8    5 3 3 . 2 7 2 5    1 0 6 4 . 5 3 0 4    1 0 6 4 . 5 3 9 0    - 0 . 0 0 8 5   0    5 5    0 . 0 0 0 9 7   1     K . L S P E D Y T L K . V  
 
2 4 5
 4  
1 8 7 9           
g i | 7 6 6 9 4 9 2     M a s s :  3 6 2 0 1     S c o r e :  1 3 4     Q u e r i e s  m a t c h e d :  5       
G l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  [ H o m o  s a p i e n s ]       
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
2    4 0 3 . 2 2 8 1    8 0 4 . 4 4 1 6    8 0 4 . 4 2 4 3    0 . 0 1 7 4   0    3 8    0 . 0 6 5   1     K . V G V N G F G R . I  
3    4 0 6 . 2 1 7 5    8 1 0 . 4 2 0 4    8 1 0 . 4 0 5 8    0 . 0 1 4 6   0    4 8    0 . 0 0 5   1     K . L T G M A F R . V  +  O x i d a t i o n  ( M )  
1 0    4 3 5 . 2 7 1 0    8 6 8 . 5 2 7 4    8 6 8 . 5 0 1 8    0 . 0 2 5 6   0    3 5    0 . 0 9 7   1     K . V I P E L N G K . L  
3 1    6 8 1 . 8 3 9 0    1 3 6 1 . 6 6 3 4    1 3 6 1 . 6 3 1 9    0 . 0 3 1 5   1    5 8    0 . 0 0 0 5   1     R . V V D L M A H M A S K E . -  +  2  O x i d a t i o n  ( M )  
3 3    7 0 6 . 4 1 8 6    1 4 1 0 . 8 2 2 6    1 4 1 0 . 7 8 3 1    0 . 0 3 9 6   0    5 7    0 . 0 0 0 4 8   1     R . G A L Q N I I P A S T G A A K . A  
g i | 4 7 5 7 7 5 6     M a s s :  3 8 8 0 8     S c o r e :  1 0 5     Q u e r i e s  m a t c h e d :  2       
A n n e x i n  A 2   [ H o m o  s a p i e n s ]        
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
2 5    6 1 1 . 8 1 5 0    1 2 2 1 . 6 1 5 4    1 2 2 1 . 5 8 7 7    0 . 0 2 7 7   0    7 8    4 . 6 e - 0 0 6   1     K . T P A Q Y D A S E L K . A  
2 8    6 2 2 . 8 3 1 9    1 2 4 3 . 6 4 9 2    1 2 4 3 . 6 1 5 6    0 . 0 3 3 6   0    5 9    0 . 0 0 0 3 9   1     R . T N Q E L Q E I N R . V  
 
2 4 6
 5  
8 1 5  
         
g i | 3 4 0 2 1 9     M a s s :  5 3 7 3 8     S c o r e :  8 9      Q u e r i e s  m a t c h e d :  2  
     
V i m e n t i n  
        
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
2 1    6 5 5 . 2 8 5 8    1 3 0 8 . 5 5 7 0    1 3 0 8 . 5 9 8 6    - 0 . 0 4 1 5   0    5 9    0 . 0 0 0 3 5   1     K . N L Q E A E E W Y K . S  
2 2    7 1 4 . 8 4 0 8    1 4 2 7 . 6 6 7 0    1 4 2 7 . 7 0 4 5    - 0 . 0 3 7 4   0    3 0    0 . 2 6   1     R . S L Y A S S P G G V Y A T R . S  
  
2 4 7
 6  
1 9 1 5  
         
g i | 7 6 6 9 4 9 2     M a s s :  3 6 2 0 1     S c o r e :  1 3 4     Q u e r i e s  m a t c h e d : 5  
     
G l y c e r a l d e h y d e - 3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  [ H o m o  s a p i e n s ]  
     
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
2    4 0 3 . 2 2 8 1    8 0 4 . 4 4 1 6    8 0 4 . 4 2 4 3    0 . 0 1 7 4   0    3 8    0 . 0 6 5   1     K . V G V N G F G R . I  
3    4 0 6 . 2 1 7 5    8 1 0 . 4 2 0 4    8 1 0 . 4 0 5 8    0 . 0 1 4 6   0    4 8    0 . 0 0 5   1     K . L T G M A F R . V  +  O x i d a t i o n  ( M )  
1 0    4 3 5 . 2 7 1 0    8 6 8 . 5 2 7 4    8 6 8 . 5 0 1 8    0 . 0 2 5 6   0    3 5    0 . 0 9 7   1     K . V I P E L N G K . L  
3 1    6 8 1 . 8 3 9 0    1 3 6 1 . 6 6 3 4    1 3 6 1 . 6 3 1 9    0 . 0 3 1 5   1    5 8    0 . 0 0 0 5   1     R . V V D L M A H M A S K E . -  +  2  O x i d a t i o n  ( M )  
3 3    7 0 6 . 4 1 8 6    1 4 1 0 . 8 2 2 6    1 4 1 0 . 7 8 3 1    0 . 0 3 9 6   0    5 7    0 . 0 0 0 4 8   1     R . G A L Q N I I P A S T G A A K . A  
g i | 4 7 5 7 7 5 6     M a s s :  3 8 8 0 8     S c o r e :  1 0 5     Q u e r i e s  m a t c h e d :  2  
     
A n n e x i n  A 2   [ H o m o  s a p i e n s ]  
      
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
2 5    6 1 1 . 8 1 5 0    1 2 2 1 . 6 1 5 4    1 2 2 1 . 5 8 7 7    0 . 0 2 7 7   0    7 8    4 . 6 e - 0 0 6   1     K . T P A Q Y D A S E L K . A  
2 8    6 2 2 . 8 3 1 9    1 2 4 3 . 6 4 9 2    1 2 4 3 . 6 1 5 6    0 . 0 3 3 6   0    5 9    0 . 0 0 0 3 9   1     R . T N Q E L Q E I N R . V  
  
2 4 8
 7  
1 3 0 4  
         
g i | 1 5 8 7 6 9 7     M a s s :  4 1 0 2 4     S c o r e :  9 9      Q u e r i e s  m a t c h e d :  2  
     
2 6 S  p r o t e a s o m e  a l p h a  5  s u b u n i t  
       
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
3    4 6 0 . 2 4 5 8    9 1 8 . 4 7 7 0    9 1 8 . 4 5 5 9    0 . 0 2 1 1   0    3 0    0 . 3 5   1     R . N G D F L P T R . L  
5    5 8 9 . 8 0 6 9    1 1 7 7 . 5 9 9 2    1 1 7 7 . 5 7 6 1    0 . 0 2 3 2   0    7 0    3 . 2 e - 0 0 5   1     R . N A M G S L A S Q A T K . D  
  
2 4 9
 8  
1 2 8 6  
         
g i | 3 4 0 2 1 9     M a s s :  5 3 7 3 8     S c o r e :  4 8 1     Q u e r i e s  m a t c h e d :  1 4  
    
V i m e n t i n  
        
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k   P e p t i d e  
6    5 1 2 . 2 4 4 2    1 0 2 2 . 4 7 3 8    1 0 2 2 . 5 0 3 3    - 0 . 0 2 9 4   0    3 5    0 . 1 1   1     R . Q Q Y E S V A A K . N  
2 0    5 3 0 . 7 7 0 8    1 0 5 9 . 5 2 7 0    1 0 5 9 . 5 1 9 7    0 . 0 0 7 4   0    6 1    0 . 0 0 0 3 1   1     R . Q V D Q L T N D K . A  
2 2    5 3 1 . 7 5 3 7    1 0 6 1 . 4 9 2 8    1 0 6 1 . 5 1 7 5    - 0 . 0 2 4 7   0    4 2    0 . 0 2 3   1     K . L Q E E M L Q R . E  +  O x i d a t i o n  ( M )  
2 8    5 4 4 . 7 5 2 4    1 0 8 7 . 4 9 0 2    1 0 8 7 . 5 2 5 8    - 0 . 0 3 5 5   0    7 4    1 . 6 e - 0 0 5   1     R . Q D V D N A S L A R . L  
3 4    5 4 7 . 2 5 3 9    1 0 9 2 . 4 9 3 2    1 0 9 2 . 5 2 0 0    - 0 . 0 2 6 7   0    6 1    0 . 0 0 0 2 3   1     K . F A D L S E A A N R . N  
3 6    5 5 8 . 2 7 4 2    1 1 1 4 . 5 3 3 8    1 1 1 4 . 5 6 1 8    - 0 . 0 2 8 0   0    5 4    0 . 0 0 1 4   1     K . V E L Q E L N D R . F  
3 7    5 5 9 . 7 6 6 3    1 1 1 7 . 5 1 8 0    1 1 1 7 . 5 4 3 7    - 0 . 0 2 5 7   0    5 7    0 . 0 0 0 6 5   1     R . L Q D E I Q N M K . E  
3 8    5 6 1 . 2 8 1 3    1 1 2 0 . 5 4 8 0    1 1 2 0 . 5 7 6 4    - 0 . 0 2 8 4   0    5 0    0 . 0 0 3 7   1     R . E Y Q D L L N V K . M  
4 6    6 0 8 . 8 0 0 8    1 2 1 5 . 5 8 7 0    1 2 1 5 . 6 2 0 8    - 0 . 0 3 3 7   1    5 5    0 . 0 0 0 9 8   1     R . R Q V D Q L T N D K . A  
4 7    6 2 7 . 7 7 3 1    1 2 5 3 . 5 3 1 6    1 2 5 3 . 5 5 9 8    - 0 . 0 2 8 1   0    6 3    0 . 0 0 0 1 6   1     R . L G D L Y E E E M R . E  
5 1    6 5 5 . 2 9 4 6    1 3 0 8 . 5 7 4 6    1 3 0 8 . 5 9 8 6    - 0 . 0 2 3 9   0    3 5    0 . 0 9 4   1     K . N L Q E A E E W Y K . S  
5 4    6 6 2 . 2 9 6 6    1 3 2 2 . 5 7 8 6    1 3 2 2 . 6 1 0 2    - 0 . 0 3 1 6   0    5 5    0 . 0 0 0 8 1   1     R . E E A E N T L Q S F R . Q  
6 0    7 1 4 . 8 4 5 8    1 4 2 7 . 6 7 7 0    1 4 2 7 . 7 0 4 5    - 0 . 0 2 7 4   0    5 4    0 . 0 0 1 2   1     R . S L Y A S S P G G V Y A T R . S  
6 4    7 4 5 . 8 6 4 9    1 4 8 9 . 7 1 5 2    1 4 8 9 . 7 4 4 6    - 0 . 0 2 9 4   0    7 4    1 e - 0 0 5   1     R . Q V Q S L T C E V D A L K . G  
g i | 3 3 8 6 9 5     M a s s :  5 0 2 4 0     S c o r e :  3 9 8     Q u e r i e s  m a t c h e d :  8  
     
ß - t u b u l i n  
        
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k   P e p t i d e  
7    5 1 4 . 7 4 8 4    1 0 2 7 . 4 8 2 2    1 0 2 7 . 5 1 2 1    - 0 . 0 2 9 8   0    6 6    8 . 5 e - 0 0 5   1     K . T A V C D I P P R . G  
2 5    5 3 9 . 2 5 3 8    1 0 7 6 . 4 9 3 0    1 0 7 6 . 5 2 5 0    - 0 . 0 3 2 0   1    4 5    0 . 0 1 3   1     K . I R E E Y P D R . I  
2 6    5 4 1 . 1 9 8 1    1 0 8 0 . 3 8 1 6    1 0 8 0 . 4 1 5 1    - 0 . 0 3 3 4   0    3 6    0 . 0 7 4   1     K . N M M A A C D P R . H  +  O x i d a t i o n  ( M )  
4 1    5 6 5 . 7 8 8 9    1 1 2 9 . 5 6 3 2    1 1 2 9 . 5 8 8 0    - 0 . 0 2 4 7   0    6 1    0 . 0 0 0 2 4   1     R . F P G Q L N A D L R . K  
4 4    5 8 0 . 3 0 6 9    1 1 5 8 . 5 9 9 2    1 1 5 8 . 6 2 1 9    - 0 . 0 2 2 7   0    3 7    0 . 0 7   1     K . L A V N M V P F P R . L  +  O x i d a t i o n  ( M )  
5 5    6 6 8 . 3 3 7 7    1 3 3 4 . 6 6 0 8    1 3 3 4 . 6 9 0 4    - 0 . 0 2 9 6   0    8 7    5 . 2 e - 0 0 7   1     R . I M N T F S V V P S P K . V  +  O x i d a t i o n  ( M )  
6 2    7 2 3 . 8 3 4 4    1 4 4 5 . 6 5 4 2    1 4 4 5 . 6 8 2 0    - 0 . 0 2 7 8   0    9 4    1 . 1 e - 0 0 7   1     K . E V D E Q M L N V Q N K . N  
7 0    9 1 1 . 9 4 9 0    1 8 2 1 . 8 8 3 4    1 8 2 1 . 9 1 5 6    - 0 . 0 3 2 1   0    4 0    0 . 0 2 3   1     R . E I V H I Q A G Q C G N Q I G A K . F  
  
2 5 0
 9  
2 1 2 6  
         
g i | 4 5 0 6 1 8 5     M a s s :  2 9 7 5 0     S c o r e :  8 4      Q u e r i e s  m a t c h e d :  2  
     
P r o t e a s o m e  a l p h a  4  s u b u n i t  [ H o m o  s a p i e n s ]  
     
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
3    5 0 0 . 2 5 8 2    9 9 8 . 5 0 1 8    9 9 8 . 4 8 2 1    0 . 0 1 9 7   0    5 0    0 . 0 0 3 2   1     K . Q A Y T Q F G G K . R  
4    5 0 4 . 2 7 2 8    1 0 0 6 . 5 3 1 0    1 0 0 6 . 5 0 8 4    0 . 0 2 2 7   0    3 5    0 . 1   1     R . T T I F S P E G R . L  
  
2 5 1
 1 0  
          
1 6 3 9  
         
g i | 9 7 6 2 2 7     M a s s :  4 5 7 9 5     S c o r e :  1 9 8     Q u e r i e s  m a t c h e d :  6  
    
2 6 S  p r o t e a s o m e  s u b u n i t  p 4 5  [ H o m o  s a p i e n s ]  
      
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k   P e p t i d e  
8    4 4 1 . 2 3 2 8    8 8 0 . 4 5 1 0    8 8 0 . 4 4 7 7    0 . 0 0 3 4   0    2 5    0 . 8 9   1     R . E L F V M A R . E  +  O x i d a t i o n  ( M )  
9    4 7 3 . 7 6 6 0    9 4 5 . 5 1 7 4    9 4 5 . 5 1 3 1    0 . 0 0 4 3   0    6 4    0 . 0 0 0 1 7   1     R . V S G S E L V Q K . F  
1 0    4 8 9 . 2 4 1 1    9 7 6 . 4 6 7 6    9 7 6 . 4 6 1 4    0 . 0 0 6 3   0    4 8    0 . 0 0 6 9   1     R . N D S Y T L H K . I  
1 4    5 7 9 . 8 3 6 7    1 1 5 7 . 6 5 8 8    1 1 5 7 . 6 4 4 5    0 . 0 1 4 4   0    2 8    0 . 5 6   1     K . G V L L Y G P P G T G K . T  
1 5    6 4 5 . 8 0 3 4    1 2 8 9 . 5 9 2 2    1 2 8 9 . 5 8 4 8    0 . 0 0 7 5   0    1 1 3    1 . 9 e - 0 0 9   1     R . L E G G S G G D S E V Q R . T  
1 7    6 9 4 . 8 6 0 9    1 3 8 7 . 7 0 7 2    1 3 8 7 . 7 0 1 7    0 . 0 0 5 6   0    5 4    0 . 0 0 1 1   1     K . I A E L M P G A S G A E V K . G  +  O x i d a t i o n  ( M )  
  
2 5 2
 1 1  
1 9 7 9  
         
g i | 5 0 3 1 8 5 7     M a s s :  3 6 9 5 0     S c o r e :  2 1 9     Q u e r i e s  m a t c h e d :  4  
     
L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  A  [ H o m o  s a p i e n s ]  
      
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
3    4 5 7 . 3 0 6 6    9 1 2 . 5 9 8 6    9 1 2 . 5 7 5 6    0 . 0 2 3 0   0    3 6    0 . 0 8 7   1     K . L V I I T A G A R . Q  
4    5 0 6 . 2 5 1 9    1 0 1 0 . 4 8 9 2    1 0 1 0 . 4 6 6 9    0 . 0 2 2 4   0    4 6    0 . 0 0 8   1     K . D Y N V T A N S K . L  
7    5 6 7 . 7 9 8 1    1 1 3 3 . 5 8 1 6    1 1 3 3 . 5 5 6 4    0 . 0 2 5 2   0    6 2    0 . 0 0 0 2 1   1     K . V T L T S E E E A R . L  
1 1    6 2 4 . 8 1 8 4    1 2 4 7 . 6 2 2 2    1 2 4 7 . 5 9 2 8    0 . 0 2 9 4   0    7 7    5 . 8 e - 0 0 6   1     R . V I G S G C N L D S A R . F  
g i | 4 7 5 7 7 5 6     M a s s :  3 8 8 0 8     S c o r e :  1 5 9     Q u e r i e s  m a t c h e d :  2       
A n n e x i n  A 2   [ H o m o  s a p i e n s ]  
      
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
8    6 1 1 . 8 1 7 7    1 2 2 1 . 6 2 0 8    1 2 2 1 . 5 8 7 7    0 . 0 3 3 1   0    9 7    6 . 2 e - 0 0 8   1     K . T P A Q Y D A S E L K . A  
1 0    6 2 2 . 8 3 2 1    1 2 4 3 . 6 4 9 6    1 2 4 3 . 6 1 5 6    0 . 0 3 4 0   0    6 2    0 . 0 0 0 2   1     R . T N Q E L Q E I N R . V  
  
2 5 3
 1 2  
2 2 6 0  
         
g i | 4 5 0 6 1 9 5     M a s s :  2 2 9 9 3     S c o r e :  8 4      Q u e r i e s  m a t c h e d :  2  
    
P r o t e a s o m e  b e t a  2  s u b u n i t  [ H o m o  s a p i e n s ]  
      
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k   P e p t i d e  
9    5 0 9 . 2 6 8 5    1 0 1 6 . 5 2 2 4    1 0 1 6 . 5 1 8 5    0 . 0 0 3 9   1    4 2    0 . 0 2 5   1     R . R N L A D C L R . S  
1 1  5 3 8 . 7 9 5 6    1 0 7 5 . 5 7 6 6    1 0 7 5 . 5 6 9 6    0 . 0 0 7 1   0    6 8    5 . 6 e - 0 0 5   1     R . V A A S N I V Q M K . D  +  O x i d a t i o n  ( M )  
  
2 5 4
 1 3  
1 1 2 0  
         
g i | 4 6 0 7 8 9     M a s s :  5 1 3 2 5     S c o r e :  3 6 0     Q u e r i e s  m a t c h e d :  6  
     
H e t e r o g e n e o u s  n u c l e a r  r i b o n u c l e o p r o t e i n  K       
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k   P e p t i d e  
8    5 0 7 . 2 0 6 0    1 0 1 2 . 3 9 7 4    1 0 1 2 . 4 2 8 4    - 0 . 0 3 0 9   0    5 5    0 . 0 0 0 9   1     R . G G D L M A Y D R . R  +  O x i d a t i o n  ( M )  
9    5 0 7 . 6 8 0 7    1 0 1 3 . 3 4 6 8    1 0 1 3 . 3 7 6 0    - 0 . 0 2 9 2   0    2 6    0 . 8 7   1     R . D Y D D M S P R . R  +  O x i d a t i o n  ( M )  
1 2    5 2 7 . 3 0 8 6    1 0 5 2 . 6 0 2 6    1 0 5 2 . 6 3 4 2    - 0 . 0 3 1 6   0    5 1    0 . 0 0 2 8   1     R . V V L I G G K P D R . V  
1 4    5 4 9 . 7 1 4 4    1 0 9 7 . 4 1 4 2    1 0 9 7 . 4 4 4 8    - 0 . 0 3 0 5   0    5 4    0 . 0 0 1 1   1     K . G S D F D C E L R . L  
1 6    5 6 1 . 7 4 3 1    1 1 2 1 . 4 7 1 6    1 1 2 1 . 5 0 2 3    - 0 . 0 3 0 6   0    5 0    0 . 0 0 3 9   1     R . N T D E M V E L R . I  +  O x i d a t i o n  ( M )  
2 2    6 3 0 . 2 7 3 9    1 2 5 8 . 5 3 3 2    1 2 5 8 . 5 6 7 7    - 0 . 0 3 4 5   0    9 8    4 . 7 e - 0 0 8   1     K . I D E P L E G S E D R . I  
  
2 5 5
 1 4  
1 6 3 0           
g i | 9 7 6 2 2 7     M a s s :  4 5 7 9 5     S c o r e :  1 1 8     Q u e r i e s  m a t c h e d :  2       
2 6 S  p r o t e a s o m e  s u b u n i t  p 4 5  [ H o m o  s a p i e n s ]        
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
4    4 7 3 . 7 7 8 2    9 4 5 . 5 4 1 8    9 4 5 . 5 1 3 1    0 . 0 2 8 7   0    5 3    0 . 0 0 1 9   1     R . V S G S E L V Q K . F  
6    6 4 5 . 8 1 6 2    1 2 8 9 . 6 1 7 8    1 2 8 9 . 5 8 4 8    0 . 0 3 3 1   0    1 0 4    1 . 8 e - 0 0 8   1     R . L E G G S G G D S E V Q R .  
 
2 5 6
 1 5  
1 2 9 5           
g i | 3 3 8 6 9 5     M a s s :  5 0 2 4 0     S c o r e :  3 5 4     Q u e r i e s  m a t c h e d :  5       
ß - t u b u l i n          
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
1 3    5 1 4 . 7 6 2 8    1 0 2 7 . 5 1 1 0    1 0 2 7 . 5 1 2 1    - 0 . 0 0 1 0   0    6 6    8 . 6 e - 0 0 5   1     K . T A V C D I P P R . G  
2 7    5 3 9 . 2 7 1 6    1 0 7 6 . 5 2 8 6    1 0 7 6 . 5 2 5 0    0 . 0 0 3 6   1    4 5    0 . 0 1 3   1     K . I R E E Y P D R . I  
3 8    5 6 5 . 8 0 1 5    1 1 2 9 . 5 8 8 4    1 1 2 9 . 5 8 8 0    0 . 0 0 0 5   0    6 1    0 . 0 0 0 2 3   1     R . F P G Q L N A D L R . K  
4 4    6 6 8 . 3 5 3 2    1 3 3 4 . 6 9 1 8    1 3 3 4 . 6 9 0 4    0 . 0 0 1 4   0    8 5    8 . 9 e - 0 0 7   1     R . I M N T F S V V P S P K . V  +  O x i d a t i o n  ( M )  
4 8    7 2 3 . 8 5 0 3    1 4 4 5 . 6 8 6 0    1 4 4 5 . 6 8 2 0    0 . 0 0 4 0   0    7 7    5 e - 0 0 6   1     K . E V D E Q M L N V Q N K . N  
g i | 3 4 0 2 1 9     M a s s :  5 3 7 3 8     S c o r e :  3 3 7     Q u e r i e s  m a t c h e d :  1 0       
V i m e n t i n                  
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
1 0    5 1 2 . 2 5 8 0    1 0 2 2 . 5 0 1 4    1 0 2 2 . 5 0 3 3    - 0 . 0 0 1 8   0    4 3    0 . 0 1 4   1     R . Q Q Y E S V A A K . N  
2 1    5 3 0 . 7 7 3 4    1 0 5 9 . 5 3 2 2    1 0 5 9 . 5 1 9 7    0 . 0 1 2 6   0    7 6    9 e - 0 0 6   1     R . Q V D Q L T N D K . A  
2 2    5 3 1 . 7 6 5 4    1 0 6 1 . 5 1 6 2    1 0 6 1 . 5 1 7 5    - 0 . 0 0 1 3   0    4 3    0 . 0 1 9   1     K . L Q E E M L Q R . E  +  O x i d a t i o n  ( M )  
2 6    5 3 8 . 7 5 5 3    1 0 7 5 . 4 9 6 0    1 0 7 5 . 4 9 6 8    - 0 . 0 0 0 7   0    3 8    0 . 0 6   1     R . D N L A E D I M R . L  
3 0    5 4 4 . 7 6 9 4    1 0 8 7 . 5 2 4 2    1 0 8 7 . 5 2 5 8    - 0 . 0 0 1 5   0    6 2    0 . 0 0 0 2 3   1     R . Q D V D N A S L A R . L  
3 4    5 5 9 . 7 7 9 1    1 1 1 7 . 5 4 3 6    1 1 1 7 . 5 4 3 7    - 0 . 0 0 0 1   0    5 5    0 . 0 0 0 9 5   1     R . L Q D E I Q N M K . E  
3 5    5 6 1 . 2 9 5 0    1 1 2 0 . 5 7 5 4    1 1 2 0 . 5 7 6 4    - 0 . 0 0 1 0   0    5 0    0 . 0 0 3 7   1     R . E Y Q D L L N V K . M  
4 0    6 0 8 . 8 1 7 5    1 2 1 5 . 6 2 0 4    1 2 1 5 . 6 2 0 8    - 0 . 0 0 0 3   1    5 6    0 . 0 0 0 9   1     R . R Q V D Q L T N D K . A  
4 2    6 6 2 . 3 1 2 0    1 3 2 2 . 6 0 9 4    1 3 2 2 . 6 1 0 2    - 0 . 0 0 0 8   0    7 1    2 . 2 e - 0 0 5   1     R . E E A E N T L Q S F R . Q  
5 3    9 1 8 . 9 1 2 1    1 8 3 5 . 8 0 9 6    1 8 3 5 . 7 9 2 2    0 . 0 1 7 4   0    4 8    0 . 0 0 4 3   1     R . D G Q V I N E T S Q H H D D L E . -  
 
2 5 7
 1 6  
2 1 0 4  
    
     
g i | 2 7 8 0 8 7 1     M a s s :  1 6 3 4 2     S c o r e :  7 2      Q u e r i e s  m a t c h e d :  2       
P r o t e a s o m e  A c t i v a t o r  c o m p l e x        
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
3    4 2 0 . 7 9 3 4    8 3 9 . 5 7 2 2    8 3 9 . 5 5 9 3    0 . 0 1 3 0   0    3 4    0 . 1 1   1     K . I V V L L Q R . L  
7    4 6 2 . 2 4 2 1    9 2 2 . 4 6 9 6    9 2 2 . 4 6 1 6    0 . 0 0 8 1   0    3 8    0 . 0 5   1     R . L M V M E I R . N  +  2  O x i d a t i o n  ( M )  
 
2 5 8
 1 7  
1 2 9 2           
g i | 3 4 0 2 1 9     M a s s :  5 3 7 3 8     S c o r e :  3 1 2     Q u e r i e s  m a t c h e d :  1 3       
V i m e n t i n          
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
3    4 3 5 . 7 1 7 8    8 6 9 . 4 2 1 0    8 6 9 . 4 2 8 3    - 0 . 0 0 7 3   0    3 5    0 . 0 8 5   1     R . F A N Y I D K . V  
6    4 6 6 . 7 3 2 1    9 3 1 . 4 4 9 6    9 3 1 . 4 6 1 0    - 0 . 0 1 1 4   0    5 1    0 . 0 0 3 1   1     K . L L E G E E S R . I  
9    5 1 2 . 2 5 3 5    1 0 2 2 . 4 9 2 4    1 0 2 2 . 5 0 3 3    - 0 . 0 1 0 8   0    4 6    0 . 0 0 8 6   1     R . Q Q Y E S V A A K . N  
1 5  5 3 0 . 7 7 0 5  1 0 5 9 . 5 2 6 4  1 0 5 9 . 5 1 9 7  0 . 0 0 6 8  0    6 6  0 . 0 0 0 1  1    R . Q V D Q L T N D K . A  
1 4    5 2 3 . 7 6 5 9    1 0 4 5 . 5 1 7 2    1 0 4 5 . 5 2 2 6    - 0 . 0 0 5 3   0    4 6    0 . 0 1   1     K . L Q E E M L Q R . E  
2 0  5 4 4 . 7 6 5 9  1 0 8 7 . 5 1 7 2  1 0 8 7 . 5 2 5 8  - 0 . 0 0 8 3   0    6 4  0 . 0 0 1 4  1    R . Q D V D N A S L A R . L  
2 3    5 4 7 . 2 6 3 4    1 0 9 2 . 5 1 2 2    1 0 9 2 . 5 2 0 0    - 0 . 0 0 7 7   0    4 4    0 . 0 1 2   1     K . F A D L S E A A N R . N  
2 5    5 5 8 . 2 8 4 6    1 1 1 4 . 5 5 4 6    1 1 1 4 . 5 6 1 8    - 0 . 0 0 7 2   0    4 1    0 . 0 2 6   1     K . V E L Q E L N D R . F  
2 7    5 6 1 . 2 8 8 4    1 1 2 0 . 5 6 2 2    1 1 2 0 . 5 7 6 4    - 0 . 0 1 4 2   0    3 5    0 . 0 9 9   1     R . E Y Q D L L N V K . M  
3 1    6 2 7 . 7 8 3 0    1 2 5 3 . 5 5 1 4    1 2 5 3 . 5 5 9 8    - 0 . 0 0 8 3   0    4 8    0 . 0 0 4 2   1     R . L G D L Y E E E M R . E  
3 6    6 6 2 . 3 0 8 9    1 3 2 2 . 6 0 3 2    1 3 2 2 . 6 1 0 2    - 0 . 0 0 7 0   0    5 3    0 . 0 0 1 4   1     R . E E A E N T L Q S F R . Q  
4 0    7 1 4 . 8 5 5 8    1 4 2 7 . 6 9 7 0    1 4 2 7 . 7 0 4 5    - 0 . 0 0 7 4   0    6 2    0 . 0 0 0 1 8   1     R . S L Y A S S P G G V Y A T R . S  
4 4    8 3 4 . 9 2 6 8    1 6 6 7 . 8 3 9 0    1 6 6 7 . 8 3 6 6    0 . 0 0 2 4   0    4 4    0 . 0 0 8 6   1     R . E T N L D S L P L V D T H S K . R  
g i | 3 3 8 6 9 5     M a s s :  5 0 2 4 0     S c o r e :  1 9 2     Q u e r i e s  m a t c h e d :  5       
ß - t u b u l i n          
Q u e r y    O b s e r v e d    M r ( e x p t )    M r ( c a l c )     D e l t a   M i s s   S c o r e   E x p e c t   R a n k    P e p t i d e  
1 0    5 1 4 . 7 5 9 3    1 0 2 7 . 5 0 4 0    1 0 2 7 . 5 1 2 1    - 0 . 0 0 8 0   0    5 1    0 . 0 0 2 7   1     K . T A V C D I P P R . G  
1 9    5 3 9 . 2 6 4 3    1 0 7 6 . 5 1 4 0    1 0 7 6 . 5 2 5 0    - 0 . 0 1 1 0   1    4 4    0 . 0 1 4   1     K . I R E E Y P D R . I  
2 9    5 8 0 . 3 1 3 9    1 1 5 8 . 6 1 3 2    1 1 5 8 . 6 2 1 9    - 0 . 0 0 8 7   0    4 5    0 . 0 1 1   1     K . L A V N M V P F P R . L  +  O x i d a t i o n  ( M )  
3 7    6 6 8 . 3 4 9 8    1 3 3 4 . 6 8 5 0    1 3 3 4 . 6 9 0 4    - 0 . 0 0 5 4   0    6 0    0 . 0 0 0 2 7   1     R . I M N T F S V V P S P K . V  +  O x i d a t i o n  ( M )  
4 2    7 3 1 . 8 4 3 3    1 4 6 1 . 6 7 2 0    1 4 6 1 . 6 7 6 9    - 0 . 0 0 4 9   0    7 0    2 . 7 e - 0 0 5   1     K . E V D E Q M L N V Q N K . N  +  O x i d a t i o n  ( M )  
 




- i n d u c e d  p r e m a t u r e  
s e n e s c e n c e .  S p o t  n u m b e r  a n d  d a t a  o b t a i n e d  b y  M a s c o t  d a t a b a s e  a r e  g i v e n .  O n l y  t h e  c o n f i r m i n g  d a t a  t h a t  h a v e  a  s c o r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a r e  
l i s t e d .   
 
2 5 9
